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El aumento de la esperanza de vida en la población ha generado un crecimiento 
significativo en la aparición de patologías neurodegenerativas asociadas a la edad, donde la 
más prevalente es la enfermedad de Alzheimer (EA). Por ello, es necesario comprender 
mejor los cambios moleculares y celulares que conducen al envejecimiento, con el fin de 
conseguir tratamientos que prevengan, retrasen y/o atenúen los trastornos asociados, como 
el deterioro cognitivo.  
Durante esta tesis hemos estudiado la posible implicación de SFRP1 como molécula 
responsable del envejecimiento cerebral. SFRP1 es una proteína secretable y altamente 
difusible implicada en senescencia e inflamación. Además, regula la vía de señalización de 
Wnt y modula negativamente ADAM10, una metaloproteasa encargada del procesamiento 
de múltiples sustratos, como la proteína precursora amiloide (APP) o proteínas relacionadas 
con inflamación y plasticidad sináptica. Estudios recientes de nuestro laboratorio, han 
demostrado que SFRP1 participa en la patogénesis de la EA, mostrando un aumento 
significativo de su expresión en extractos cerebrales de pacientes. Por el contrario, la 
neutralización de su actividad en un modelo murino de amiloidogénesis induce una mejora 
significativa en la acumulación de placas amiloides, neuroinflamación y plasticidad sináptica.  
Para definir si Sfrp1 tiene un efecto directo sobre la neuroinflamación y la plasticidad 
sináptica, independientemente de la generación de productos amiloideos tóxicos (Aβ), 
generamos un modelo transgénico murino que sobre-expresara Sfrp1 en astrocitos, GFAP-
tTA/TRE-Sfrp1. La caracterización de este modelo muestra un aumento significativo en su 
expresión dependiente del número de alelos. Con el envejecimiento, altos niveles de Sfrp1 
inducen astrogliosis y microgliosis, así como un aumento en la expresión de marcadores de 
inflamación como tau-hiperfosforilado, fosfo-p38 y citoquinas pro-inflamatorias como TNFα. 
Los ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 presentan una disminución del mRNA de genes 
relacionados con la EA como neuroglobina, TMEM106b y CYP46A1. Estas alteraciones 
bioquímicas y morfológicas están asociadas a una reducción en la complejidad del árbol 
dendrítico de neuronas hipocampales y del número de espinas dendríticas, que además 
presentan modificaciones en su morfología. Estas alteraciones están asociadas a una 
disminución en sus capacidades cognitivas. 
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En su conjunto, estos resultados indican que niveles elevados de Sfrp1 son capaces 
de provocar alteraciones moleculares y funcionales similares a las asociadas a procesos 
patológicos del envejecimiento cerebral, indicando que SFRP1 podría ser una buena diana 

















The increase in human life expectancy has led to an escalation of neurodegenerative 
pathologies associated with age, among which Alzheimer´s disease (AD) is the most 
prevalent. A better knowledge of the molecular and cellular changes that lead to ageing, is 
therefore necessary to develop treatments that prevent, delay and/or mitigate age related 
disorders such as cognitive impairment. 
In this dissertation, we have analysed the possible role of SFRP1 in brain ageing. 
SFRP1 is a secreted and highly dispensable protein implicated in senescence and 
inflammation. In addition, SFRP1 regulates Wnt signalling and negatively modulates 
ADAM10, a metalloprotease that cleaves several substrates, such as the amyloid precursor 
protein (APP) or proteins related to inflammation and synaptic plasticity. Recent studies of 
our laboratory, have proven that SFRP1 contributes to AD pathogenesis, showing a 
significant increase of its expression in brain extract from AD patients. Furthermore, 
neutralization of its activity in a murine model of amyloidogenesis induces a significant 
improvement in amyloid plaque accumulation, neuroinflammation and synaptic plasticity. 
We have generated a murine transgenic model that overexpresses Sfrp1 in 
astrocytes, GFAP-tTA/TRE-Sfrp1, to test the possible effect of this protein on 
neuroinflammation and synaptic plasticity. The characterization of this model demonstrates 
a significant and allele dependent increase Sfrp1 expression. With ageing, Sfrp1 induces 
astrogliosis and microgliosis, and an increase in the expression of inflammatory indicators 
such as tau-hyperphosphorilated, phospho-p38 and pro-inflammation cytokines such as 
TNFα. Moreover, there is a reduction in the mRNA of genes related to the EA, such as 
neuroglobin, TMEM106b and CY46A1. These biochemical and morphological alterations 
were associated to a reduction of the dendritic tree of hippocampal neurons and in the 
dendritic spine numbers with morphological alterations. Associated to these alteration mice 
show a reduction of their cognitive abilities. 
In conclusion, these result show that high Sfrp1 levels lead to molecular and 
functional alterations that are similar to those found in a brain ageing and suggest that 
SFRP1 could be a potential therapeutic target to slow down the progressive cognitive 
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El envejecimiento es un proceso universal e irreversible de carácter multifactorial y 
complejo, que se caracteriza por una disminución lenta y progresiva de la capacidad 
regenerativa y funcional de tejidos y órganos. Está caracterizado, entre otros rasgos, por una 
reducción en la función inmunológica y, por tanto, una mayor susceptibilidad a sufrir 
infecciones, pérdida de masa corporal, retraso en la cicatrización de heridas y una 
disminución de las capacidades cognitivas, como son los procesos de aprendizaje y memoria. 
Los avances en ciencia y tecnología, así como las mejoras en las condiciones de higiene y 
alimentación han permitido el aumento de la esperanza de vida de la población en los 
últimos años. La Organización Mundial de la Salud (OMS) prevé que entre el año 2020 y 2050 
se triplicará la población mundial mayor de 60 años. La consecuencia del aumento de la 
edad media en la población es el incremento de patologías asociadas con la edad, entre 
otros, los trastornos neurodegenerativos como el glaucoma o las enfermedades Alzheimer y 
Parkinson. 
1. Envejecimiento cerebral 
El cerebro es un órgano muy complejo compuesto por una red organizada de 
neuronas, células gliales (microglia, astrocitos y oligodendrocitos) y vasos sanguíneos, que 
en su conjunto, son responsables de mantener su integridad y función (Yankner et al., 2008). 
Al igual que sucede en el resto de los órganos y tejidos del organismo, la funcionalidad del 
cerebro disminuye progresivamente durante el envejecimiento, reduciendo la calidad de 
vida de las personas. Este proceso se caracteriza por un declive en la percepción sensorial y 
coordinación motora, un deterioro en el procesamiento cognitivo (de aprendizaje y 
memoria) y en la prevalencia de alteraciones de otros aspectos comportamentales como un 
aumento de la ansiedad y la depresión (Satoh et al., 2017, Morrison and Baxter, 2012). 
Análisis histológicos revelaron la existencia, durante el envejecimiento, de una progresiva 
atrofia cerebral, caracterizada por la pérdida tanto de sustancia blanca como gris, 
principalmente en la corteza prefrontal y en el hipocampo (O'Shea et al., 2016, Pini et al., 
2016). El correcto funcionamiento de estas regiones cerebrales es imprescindible en los 





El envejecimiento resulta de la acumulación de daños celulares y moleculares a lo 
largo del tiempo debido a la suma de factores genéticos y ambientales, como el estilo de 
vida, la dieta o la exposición a toxinas entre otros (Shadyab and LaCroix, 2015, Wahl et al., 
2016). Se ha demostrado que el ejercicio aeróbico aumenta el volumen del hipocampo, 
acompañado de una mejora en la capacidad cognitiva. Por el contrario, trastornos como la 
obesidad son capaces de acelerar la atrofia cerebral, correlacionando con un peor 
rendimiento cognitivo (Mattson and Arumugam, 2018).  
El hipocampo es la región cerebral considerada como “la puerta de entrada a la 
memoria”, encargándose de procesar y codificar la información recibida antes de ser 
almacenada en otras regiones neocorticales del cerebro. La memoria a corto plazo es el 
proceso que nos permite retener una cantidad limitada de información durante un periodo 
corto de tiempo. Si esta información se retiene por más tiempo se genera la memoria a largo 
plazo, que nos permite codificar y retener información ilimitada durante varios años o toda 
la vida (Jahn, 2013). Este tipo de memoria, a su vez, está dividida en: memoria implícita o de 
procesamiento (recuerdos evocados de manera inconsciente, haciendo referencia a las 
acciones o secuencia de actos aprendidos, como escribir o montar en bicicleta) y memoria 
explícita o declarativa (recuerdos evocados de manera consciente que, a su vez, está divida 
en: semántica, en relación al aprendizaje de significados o vocabulario; o episódica que 
recoge datos autobiográficos). Durante el envejecimiento se produce un progresivo 
deterioro cognitivo, que incluye la pérdida de memoria a corto plazo, memoria declarativa, 
así como la capacidad de aprendizaje y de concentración (Mattson and Arumugam, 2018). 
Además, se ha demostrado que el hipocampo recibe información de otras estructuras, como 
el sistema límbico. De esta manera, participa en la modulación de comportamientos de tipo 
emocional como la respuesta al estrés, la ansiedad y la sociabilidad (Okuyama et al., 2016, 
Felix-Ortiz et al., 2013). Al igual que la memoria, estos tipos de comportamientos 
emocionales también se ven alterados durante el envejecimiento, mostrando un aumento 
en los trastornos de ansiedad y depresión, que conducen a una disminución en la 
sociabilidad (Krell-Roesch et al., 2016).  
Las alteraciones en la función cognitiva durante el envejecimiento no parecen estar 
relacionadas con una pérdida masiva de neuronas, sino con cambios morfológicos. Las 
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neuronas presentan una pérdida o regresión en la arborización dendrítica y una reducción 
en la densidad de las espinas dendríticas (pequeñas y dinámicas protuberancias situadas a lo 
largo de la superficie de las dendritas que representan el componente post-sináptico de las 
sinapsis) (Dickstein et al., 2007, Avila et al., 2017). Estas alteraciones correlacionan con una 
disminución en la transmisión sináptica y, como consecuencia, en el progresivo deterioro 
cognitivo (Mattson and Magnus, 2006, Kabaso et al., 2009).  
El envejecimiento va asociado a numerosos cambios deletéreos para el organismo 
que se van acumulando con el paso del tiempo. A nivel celular y molecular se caracteriza por 
la presencia de múltiples alteraciones, que incluyen (Mattson and Arumugam, 2018) (Figura 
1):  
 
Figura 1. Características del envejecimiento cerebral. La ilustración muestra cambios relacionados 
con la edad. La suma e interacción de estos procesos conducen al progresivo deterioro cognitivo que 
observamos durante el envejecimiento. Imagen modificada de (Hara et al., 2019). 
- Disfunción mitocondrial, la cual conduce a un aumento en el estrés oxidativo. 
- Acumulación intracelular de proteínas, ácidos nucleicos y lípidos dañados por 
oxidación.  





- Deterioro en los procesos de degradación de proteínas. 
- Acortamiento de los telómeros y una disminución en la capacidad de reparación del 
DNA. 
- Cambios morfológicos en las neuronas y disminución en la función sináptica. 
- Inflamación crónica de bajo grado. 
- Acúmulo de células senescentes. 
- Alteraciones epigenéticas  
Además de todos estos eventos, estudios recientes han demostrado cómo factores 
presentes en la circulación sanguínea modulan el envejecimiento de distintos tejidos y 
órganos, incluido el cerebro (Wyss-Coray, 2016). Todos estos cambios ligados a la edad 
ocurren de una forma más pronunciada en enfermedades neurodegenerativas. De hecho, se 
hipotetiza que la EA refleja simplemente un envejecimiento acelerado de determinadas 
regiones cerebrales (Herrup, 2010). 
Como hemos visto, son muchos los factores que influyen en el envejecimiento 
cerebral y contribuyen al deterioro de su funcionamiento. Durante esta tesis nos 
centraremos en tres de estos factores, la neuroinflamación, plasticidad sináptica y 
senescencia celular, los cuales son fundamentales en el planteamiento de nuestra hipótesis. 
1.1. Neuroinflamación 
La neuroinflamación es la respuesta inflamatoria que ocurre tras una perturbación en 
el sistema nervioso central (SNC) como puede ser una infección, un traumatismo, toxinas u 
otros estímulos. El SNC responde a estos estímulos con una respuesta inflamatoria aguda de 
corta duración, mediante la activación y migración de las células gliales (microglia y 
astrocitos) limitando los daños a la zona implicada. Sin embargo, si el daño persiste se 
produce una activación prolongada en el tiempo, convirtiéndose en un proceso crónico con 
efectos degenerativos. Por lo tanto, la neuroinflamación tiene un papel dual, al principio es 
beneficiosa pero perjudicial si se vuelve crónica (Frank-Cannon et al., 2009) (Figura 2). A 





Son células de origen mieloide, consideradas los macrófagos residentes del SNC. 
Contribuyen al adecuado desarrollo y mantenimiento de la homeostasis del SNC. Además, 
representan el sistema de defensa en condiciones patológicas (Ginhoux and Prinz, 2015).  
La función principal de la microglia consiste en vigilar constantemente el ambiente en 
busca de componentes potencialmente dañinos como patógenos, debris celular o agregados 
proteicos anormales y eliminarlos mediante fagocitosis (Neumann et al., 2009). Además, la 
microglia contribuye a una correcta función sináptica, secretando factores neurotróficos 
necesarios para la maduración de las sinapsis excitatorias (Heneka and O'Banion, 2007). 
También participan en el refinamiento de las conexiones sinápticas mediante un proceso 
denominado poda sináptica (Hong et al., 2016, Paolicelli and Ferretti, 2017), fundamental en 
los procesos de aprendizaje y memoria (Salter and Stevens, 2017). Todas estas funciones 
están respaldadas por la notable capacidad de la microglia de examinar constantemente el 
ambiente gracias a sus procesos altamente móviles, típicos de la microglia ramificada 
(Nimmerjahn et al., 2005). 
La activación de la microglia ante cualquier tipo de alteración del SNC, es un proceso 
complejo caracterizado por un cambio en su morfología, donde las células pasan de estar 
muy ramificadas a presentar una forma ameboide. Además, tienen una función fagocítica 
mayor, migran al área afectada (quimiotaxis) y un aumenta su proliferación (Ransohoff and 
Perry, 2009, Kettenmann et al., 2011, Heneka et al., 2014). Una vez activa, la microglia es 
responsable de la liberación de citoquinas, tanto pro-inflamatorias (IFNγ, IL1β, TNFα, IL6, 
IL18, IL12, IL23 y CCL2) como anti-inflamatorias (IL4, IL13, IL10, TGFβ), con el objetivo de 
eliminar el agente dañino y reestablecer la homeostasis del SNC (Heneka et al., 2014).  
Durante el envejecimiento la microglia sufre alteraciones funcionales, disminuyendo 
su función fagocítica, reduciendo su capacidad de quimiotaxis y un presentando una 
activación exacerbada. Estas características contribuyen con la disfunción cerebral asociada 







Los astrocitos tienen origen neuroepitelial y son las células gliales más abundantes 
(Pinto and Gotz, 2007). Ejercen múltiples funciones vitales para el mantenimiento de la 
homeostasis del SNC como proporcionar soporte trófico y nutricional a las neuronas, son 
responsables del metabolismo del glucógeno en el cerebro, regulan la permeabilidad de la 
barrera hematoencefálica (BBB) y contribuyen a la homeostasis del calcio. También 
participan en la trasmisión sináptica, regulando el reciclaje de neurotransmisores y 
modulando la formación, mantenimiento y eliminación de las sinapsis (Bak et al., 2018, 
Obermeier et al., 2013, Clarke and Barres, 2013, Chung et al., 2013).  
Durante la perturbación de la homeostasis del SNC, los astrocitos son capaces de 
responder rápidamente, participando activamente en la respuesta inflamatoria. La 
activación de los astrocitos (astrogliosis) se caracteriza por un cambio en su morfología, y 
por la secreción de citoquinas pro y anti-inflamatorias IL6, IL17 y CCL20, quimiocinas y 
proteasas (Qin and Benveniste, 2012). Además, presentan un cambio en la expresión génica 
que incluye un aumento en la expresión de la proteína del filamento intermedio glial (GFAP, 
Glial Fibrillary Acidic Protein) un marcador de astrocitos (Cohen and Torres, 2019, Arranz and 
De Strooper, 2019). En respuesta a diferentes estímulos los astrocitos protegen al SNC a 
través de la formación de la llamada cicatriz glial. Esta cicatriz facilita la reparación de la BBB, 
reduce el edema después de un traumatismo y limita la propagación de células infiltradas o 
agentes infecciosos (Sofroniew, 2009). 
En el envejecimiento, los astrocitos se vuelven más reactivos, siendo responsable de 
este proceso, al menos en parte, la microglia a través de la secreción de IL1β, TNFα y C1q 
(Liddelow et al., 2017). La activación de los astrocitos tiene un efecto beneficioso para el 
SNC, contribuyendo con la recuperación de la homeostasis. Sin embargo, cuando la 
activación perdura en el tiempo se vuelve deletérea, ya que impide que ejecute sus 
funciones de manera adecuada, contribuyendo a la disfunción sináptica, perdiendo la 
capacidad de promover la supervivencia neuronal y produciendo una secreción exacerbada 
de citoquinas, lo que conduce a un incremento en la inflamación y aumenta la magnitud del 
daño (Cohen and Torres, 2019).  
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Figura 2.  Alteraciones características del envejecimiento. El envejecimiento va asociado a 
numerosos cambios deletéreos, tanto en las células gliales como en las neuronas, que se van 
acumulando con el paso del tiempo y promueven neuroinflamación y deterioro cognitivo. Las células 
gliales presentan cambios en su morfología, aumentan la secreción de citoquinas pro-inflamatorias y, 
como consecuencia, alteraciones funcionales. Por otro lado, las neuronas muestran una disminución 
en la complejidad del árbol dendrítico y de las espinas dendríticas que se asocian con pérdida 
sináptica. Imagen modificada de (Swenson et al., 2019). 
1.2. Plasticidad sináptica 
Durante el envejecimiento se produce una pérdida progresiva de la memoria y 
capacidad de aprendizaje debido al deterioro en la transmisión sináptica. Las sinapsis se 
clasifican según el tipo de neurotransmisor que media su actividad. Las sinapsis GABAérgicas 
responden a los neurotransmisores GABA o glicina (inhibitorias) (Turko et al., 2019), se 
encuentran mayoritariamente en la superficie de las dendritas y controlan la excitabilidad de 





sinapsis glutamatérgicas responden al neurotransmisor glutamato (excitatorias) y se 
localizan en las espinas dendríticas, ubicadas en la superficie de las dendritas. En la región 
más distal de las espinas se encuentra la densidad postsináptica (PSD), que es la estructura 
donde tiene lugar la transmisión sináptica. En las PSDs se acumulan los receptores de 
glutamato, principalmente NMDA (N-metil-D-Aspartato) o AMPA (ácido alfa-amino-3-
hidroci-5-metil-4- isoxazolepropiónico), proteínas de andamiaje y otras moléculas implicadas 
en las sinapsis (Sheng and Hoogenraad, 2007). Los cambios morfológicos en las espinas 
dendríticas correlacionan con la fuerza sináptica (van der Zee, 2015).  
Figura 3. Diversidad morfológica 
de las espinas dendríticas. (a) 
Representación tridimensional de 
la reconstrucción de un segmento 
dendrítico de una neurona 
hipocampal que expresa GFP, que 
permite la visualización de su 
morfología. Las espinas dendríticas 
se clasifican en tres tipos 
principales: stubby (b), mushroom 
(c) y thin (d). Imagen extraída de 
(McKinney, 2010). 
 
Las espinas dendríticas pueden dividirse en tres tipos dependiendo de su morfología 
(Figura 3): mushroom, con forma de hongo presentan una cabeza voluminosa unida a la 
dendrita por un estrecho cuello; stubby son espinas gruesas y cortas que carecen de cuello; y 
thin, son delgadas y largas, apenas tienen cabeza (Hering and Sheng, 2001). Las espinas 
mushroom son las espinas más estables, se caracterizan por una PSD grande que les permite 
tener un mayor número de receptores AMPA, por lo que funcionalmente son más fuertes y 
duraderas. Las espinas mushroom se consideran responsables de la memoria a largo plazo. 
Por el contrario, las espinas thin son estructuras muy dinámicas que pueden aparecer o 
desaparecer rápidamente, así como agrandarse o encogerse dependiendo de la actividad 
sináptica. Poseen una PSD más pequeña caracterizada por la presencia mayoritaria de 
receptores NMDA y pocos receptores AMPA. Son las espinas más abundantes y, debido a su 
gran plasticidad, se considera que estas espinas son las encargadas del proceso de 
aprendizaje (van der Zee, 2015, Bourne and Harris, 2007).  
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La remodelación estructural o la aparición de nuevas espinas es dependiente de la 
plasticidad sináptica, como la potenciación a largo plazo (LTP) o la depresión a largo plazo 
(LTD). La LTP hace referencia al aumento en la comunicación sináptica entre dos neuronas, 
como consecuencia de una estimulación eléctrica normalmente de alta frecuencia. Este 
proceso es dependiente de los receptores NMDA para su inducción y de los receptores 
AMPA para su mantenimiento (Matsuzaki et al., 2004). La LTD es una estimulación de baja 
frecuencia que conlleva la eliminación de receptores AMPA de la sinapsis y finalmente la 
disminución a largo plazo de la transmisión sináptica entre dos neuronas (Malinow and 
Malenka, 2002).   
Durante el envejecimiento se produce una perturbación en la función sináptica, 
contribuyendo al deterioro cognitivo. La densidad sináptica se estabiliza mediante un 
equilibrio homeostático gracias a la coordinación de los siguientes procesos: sinaptogénesis 
(capacidad de formación de nuevas espinas), poda sináptica (eliminación controlada y 
selectiva de las sinapsis más débiles o innecesarias;) y plasticidad de las espinas dendríticas 
que permite cambiar su morfología. La coordinación de estas funciones es lo que mantiene 
una correcta función sináptica y, por el contrario, su desregulación conduce a una 
disminución de las capacidades cerebrales (van der Zee, 2015).   
El número de espinas dendríticas varía durante la vida del individuo. En estadios 
postnatales tempranos existe un exceso de espinas dendríticas. Las células gliales se 
encargan de remodelar las conexiones sinápticas eliminando las estructuras sinápticas 
menos estables mediante un proceso denominado poda sináptica (Paolicelli et al., 2011). Por 
el contrario, durante el envejecimiento se produce una disminución gradual en el número de 
espinas dendríticas y alteraciones en su morfología que, como consecuencia, da lugar a 
fallos en la plasticidad y transmisión sináptica (Penzes et al., 2011, Benavides-Piccione et al., 
2013). Estudios previos han demostrado que las espinas thin son más vulnerables al 
envejecimiento, siendo su disminución mayor que las espinas mushroom. Además, las 
espinas mushroom presentan un aumento en el tamaño de las PSD, probablemente como 
medida compensatoria de la pérdida sináptica (Bloss et al., 2011, Dumitriu et al., 2010). 
Estos cambios morfológicos indican un desbalance entre las “espinas de memoria” y las 





nueva información. Por el contrario, la capacidad de recordar hechos del pasado quedaría 
prácticamente intacta. 
Todos estos cambios conducen a un declive en la comunicación sináptica que causa 
un deterioro progresivo en la memoria y el aprendizaje relacionados con el envejecimiento y 
las enfermedades neurodegenerativas asociadas. 
1.3. Senescencia 
La senescencia celular es un proceso fisiológico asociado al envejecimiento, 
inducido por estímulos citotóxicos, como respuesta a señales de estrés, o por determinados 
oncogenes como Ras y Myc (Cohen and Torres, 2019). Este proceso se caracteriza por la 
detención irreversible de la proliferación celular debido al aumento de la expresión de los 
inhibidores del ciclo celular p21 y p16, cambios en la morfología celular y un incremento en 
los focos de heterocromatina, entre otros. Además, las células senescentes se caracterizan 
por la secreción de citoquinas pro-inflamatorias, quimiocinas, proteasas y factores de 
crecimiento, que en su conjunto se denominan “SASP” (Senescence Associated Secretory 
Phenotype) (Gosselin and Rivest, 2018). La secreción de los SASP por parte de células 
senescentes genera, en su entorno tisular, un estado pro-inflamatorio que contribuye con la 
aceleración del envejecimiento (Cohen and Torres, 2019).  
La senescencia normalmente tiene un papel fisiológico importante y representa un 
proceso de protección para los tejidos. Para ello, limita la replicación de células tumorales, 
promueve mecanismos de reparación de tejidos y participa en el mantenimiento de la 
homeostasis tisular. Las células senescentes son muy resistentes a la apoptosis, por lo que 
tienen que ser eliminadas por las células del sistema inmune. Sin embargo, como hemos 
visto anteriormente, durante el envejecimiento se produce una disminución en las funciones 
fagocíticas por lo que la células senescentes comienzan a acumularse de una forma muy 
significativa, lo que acaba teniendo efectos deletéreos (Gosselin and Rivest, 2018).  
A pesar de que se ha encontrado un acúmulo de células senescentes en 
enfermedades cerebrales, nuestro conocimiento sobre su contribución al deterioro cognitivo 
aún es muy limitado (Baker and Petersen, 2018). Estudios muy recientes describen cómo la 
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presencia de células senescentes en el cerebro (microglia, astrocitos y progenitores de 
oligodendrocitos) contribuyen a la progresión de la degeneración de EA o la demencia 
fronto-temporal en modelos murinos de estas enfermedades. La eliminación de estas 
células, por el contrario previene la neuroinflamación y la pérdida de memoria asociada 
(Cohen and Torres, 2019, Kritsilis et al., 2018, Bussian et al., 2018, Zhang et al., 2019). 
Uno de los factores producido por las células senescentes es la proteína Secreted 
Frizzled Related Protein 1 (Sfrp1), que se considera SASP. Estudios realizados en cultivos de 
fibroblastos y células epiteliales humanas han demostrado que la proteína Sfrp1 es necesaria 
y suficiente  para inducir senescencia (Elzi et al., 2012), por lo que alteraciones en su 
expresión durante el envejecimiento en el cerebro podrían contribuir con el deterioro de las 
funciones cognitivas. 
2. Secreted Frizzled Related Protein 1 
Las Secreted Frizzled Related Proteins (Sfrps) son una familia de proteínas secretables 
con 5 miembros en mamíferos (1-5), implicadas en la comunicación célula-célula durante el 
desarrollo embrionario y en el mantenimiento de la homeostasis tisular en edad adulta 
(Bovolenta et al., 2008). Son proteínas altamente difusibles de 30-37 KDa que se 
identificaron de manera independiente en dos contextos diferentes, la gastrulación en 
Xenopus (Leyns et al., 1997) y en líneas celulares como moduladoras de la apoptosis 
(Melkonyan et al., 1997).  
Estas proteínas están formadas por dos dominios de plegamiento independiente: en 
el extremo N-terminal contiene un péptido señal que permite su secreción, seguido de un 
dominio rico en cisteínas (CRD), contiene 10 cisteínas que forman 5 puentes disulfuro. Este 
dominio presenta una alta homología con la secuencia extracelular de las proteínas Frizzled, 
receptores de los ligandos Wnt (Hoang et al., 1996). El dominio C-terminal contiene un 
Netrin-Related motif (NTR). En la subfamilia formada por las proteínas Sfrp1/2/5, este 
dominio contiene en su secuencia seis residuos de cisteína que forman tres puentes 
disulfuro (Chong et al., 2002). Además, comparte similitudes conformacionales con 
proteínas que poseen diversas funciones como la Netrina1 (implicada en guía axonal), 





procolágeno tipo 1 (PCOLCE) y las proteínas de complemento C3, C4 y C5 (Banyai and Patthy, 
1999).  
Las proteínas Sfrps han sido ampliamente estudiadas por su capacidad de modular 
las vías de Wnts, las cuales están implicadas en la regulación de diversos procesos durante el 
desarrollo embrionario, como proliferación y especificación celular; así como en el 
mantenimiento de la homeostasis tisular en adulto (Clevers and Nusse, 2012). Inicialmente 
las proteínas Sfrps fueron descritas como antagonistas de la vía de señalización Wnt, debido 
a su capacidad de unirse a las proteínas Wnt en el medio extracelular a través del dominio 
CRD, impidiendo la activación de la vía (Wang et al., 1997). Posteriormente, varios 
laboratorios, incluido el nuestro, demostraron que las proteínas Sfrps se unen a Wnts 
también por el dominio NTR (Uren et al., 2000, Lopez-Rios et al., 2008), pudiendo actuar no 
sólo como antagonistas sino también como moduladores positivos de la vía. En líneas 
celulares se ha demostrado que Sfrp actúan de forma bifásica sobre la vía Wnt/βcatenina, es 
decir, concentraciones bajas de Sfrps activan la vía y concentraciones altas la inhiben (Xavier 
et al., 2014). Sfrp1 funciona como una molécula de guía axonal para las células ganglionales 
de la retina y este efecto requiere la presencia del receptor Frizzled2 (Rodriguez et al., 2005). 
Además, se ha demostrado que Sfrp promueve la difusión de proteínas Wnt en distintos 
contextos celulares (Mii and Taira, 2009, Esteve et al., 2011b, Esteve et al., 2019a). Por lo 
tanto, las interacciones entre las moléculas Wnt, Sfrps y los receptores Fz modulan la 











Figura 4. Sfrp1 es un regulador multifuncional de la comunicación celular. Representación de los 
distintos mecanismos mediante los cuales Sfrp1 regula el desarrollo y la homeostasis tisular. a) Sfrp1 
actúa como antagonista de la vía de Wnt, inhibiendo la cascada de señalización mediante el 
secuestro de los ligandos. b) Sfrp1 promueve la señalización de Wnt mediante su interacción directa 
con el receptor Frizzled. c) SFRPs promueven la difusión de los ligandos Wnt. d) Sfrp1 se une y 
modula negativamente la actividad de la metaloproteasa ADAM10.   
Las proteínas Sfrps también interaccionan con otras moléculas (Esteve and 
Bovolenta, 2010). Sfrp1 se une e inhibe la actividad de RANKL, un miembro de la familia de 
las proteínas TNFs (Tumor Necorsis Factor) involucradas en la formación de osteoclastos 
(Hausler et al., 2004). Sfrp2 se une a la metaloproteasa de la familia Tolloid y regula el 
procesamiento del procolágeno (Kobayashi et al., 2009) o puede interaccionar con el 
complejo de integrina-fibronectina, modulando la apoptosis celular (Lee et al., 2006). 
Nuestro laboratorio ha demostrado que Sfrp1 también se une a la metaloproteasa 
ADAM10 (A Desintegrin and Metalloprotease) modulando negativamente su actividad 
proteolítica (Figura 4d). ADAM10 es una metaloproteasa transmembrana con función 
sheddasa, es decir, proteoliza múltiples sustratos liberando el ectodominio al espacio 
extracelular. Sus sustratos están involucrados en funciones muy diversas como proliferación, 
adhesión celular, inflamación o plasticidad sináptica. Sfrp1 disminuye la actividad de 
ADAM10 interfiriendo en la proteólisis de sus sustratos entre ellos N-cadherina, L1 y Notch 
(Esteve et al., 2011a, Esteve et al., 2019a, Marcos et al., 2015). Uno de los sustratos de 
ADAM10 más estudiados es la proteína precursora de amiloide (APP), una de las proteínas 
involucradas en la patología Alzheimer. Nuestro laboratorio demostró que Sfrp1 interfiere 
en la proteólisis de APP mediada por ADAM10. En ratones nulos para Sfrp1 la actividad de 
ADAM10 en cerebro está incrementada, y por el contrario la adicción de Sfrp1 en líneas 
celulares provoca la inhibición parcial de la actividad proteolítica de esta metaloproteasa 
(Esteve et al., 2011a). 
2.1. Sfrp1 durante el envejecimiento y otras patologías  
La implicación de SFRP1 en tumorogénesis es una de sus funciones más estudiadas. 
Mutaciones o alteraciones en la expresión de componentes de la vía de Wnt/bcatenina, 
están implicados en tumorogénesis y metástasis (Klaus and Birchmeier, 2008). La supresión 





sus promotores, es un factor clave en la progresión de tumores (Caldwell et al., 2004, Lee et 
al., 2004). 
La expresión de la proteína Sfrp1 también se encuentra alterada en otras patologías. 
Por ejemplo, se ha descrito un aumento en los niveles de expresión de SFRP1 en la retina de 
individuos que padecen retinitis pigmentosa (Hackam, 2005) o glaucoma (Wang et al., 2008). 
Los niveles de Sfrp1 también están aumentados en enfermedades asociadas a inflamación 
crónica, como pueden ser la periodontitis, la artrosis reumatoide o el enfisema pulmonar (Li 
and Amar, 2007, Walsh et al., 2009, Foronjy et al., 2010).  
Sfrp1 se expresa abundantemente en el telencéfalo durante el desarrollo 
embrionario en ratón, donde participa en los procesos de neurogénesis y regionalización del 
cerebro (Trevant et al., 2008, Esteve et al., 2019a) y su expresión es baja en el cerebro adulto 
(Augustine et al., 2001). Sin embargo, estudios muy recientes han demostrado que los 
niveles de mRNA de SFRP1 aumentan en la corteza prefrontal humana durante el 
envejecimiento (Folke et al., 2019). El incremento de los niveles de expresión de Sfrp1 
durante el envejecimiento cerebral podría contribuir a su degeneración, ya que Sfrp1 es un 
inductor de senescencia celular (Elzi et al., 2012). En los últimos años, se ha demostrado 
cómo la senescencia contribuye al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas 
asociadas a la edad, como pueden ser la enfermedad de Parkinson, las taupatías o la EA 
(Gosselin and Rivest, 2018, Bussian et al., 2018, Zhang et al., 2019). Además, estudios de 
nuestro laboratorio demostraron que Sfrp1 es capaz de modular negativamente la actividad 
de ADAM10 en el SNC (Esteve et al., 2011a) y como consecuencia, el procesamiento de la 
proteína APP, proteína implicada en el desarrollo de la EA. Estos datos sugieren que, 
alteraciones en los niveles de Sfrp1 podrían estar relacionados con el desarrollo y/o 
progresión de la EA. 
2.2. Papel de Sfrp1 en la enfermedad Alzheimer 
La EA es un trastorno neurodegenerativo que se caracteriza por la pérdida de 
memoria que, de forma progresiva, conduce a una profunda demencia (Selkoe and Hardy, 
2016). La incidencia de la EA en la población es elevada, afectando al 5% de las personas 
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entre 60-65 años y entre un 25-50% de las personas mayores de 85 años. La etiología de la 
EA en un 2-5% de los casos es de origen genético, debido a mutaciones en los genes APP, 
PS1 y PS2 (Bertram et al., 2010) proteínas involucradas en la generación del péptido Aβ. Esta 
forma de la enfermedad es de inicio temprano, 40-55 años cursando de forma rápida y 
agresiva. Sin embargo, en el 95-98% de los casos restantes, la enfermedad se detecta a partir 
de los 65 años, su progresión es más lenta, su etiología es desconocida y es multifactorial. El 
factor de riesgo más importante de esta enfermedad es la edad y, en menor medida, la 
presencia de ciertas variantes de genes expresados en células gliales (APOE, TREM2, etc…). 
Además, otros factores de riesgo para la EA son la obesidad, la diabetes, la inflamación 
crónica de bajo grado, alteraciones vasculares y metabólicas (Masters et al., 2015). 
A nivel histopatológico, la EA se caracteriza por la acumulación del péptido Aβ en 
forma de agregados extracelulares, llamados placas amiloides y por la presencia 
intraneuronal de ovillos fibrilares formados por la proteína tau hiper-fosforilada. Además, 
estas alteraciones van acompañadas por otros cambios, como la presencia de 
neuroinflamación y la pérdida de sinapsis (Selkoe and Hardy, 2016). La producción del 
péptido Aβ tiene lugar mayoritariamente en las neuronas y es el resultado del 
procesamiento secuencial de la proteína APP por la β-secretasa (BACE) y el complejo γ-
secretasa (PS1, PS2, nicastrina y APH1). Este procesamiento se conoce como vía 
amiloidogénica, que conduce a un aumento en la producción de péptidos Aβ, los cuales 
agregan progresivamente formando las placas amiloides (Zhang et al., 2011, Haass and 
Selkoe, 2007). Sin embargo, la proteína APP se proteoliza de forma mayoritaria y en 
condiciones no patológicas por una vía alternativa, denominada vía no amiloidegénica. En 
este caso, APP es proteolizada por la α-secretasa ADAM10, la cual corta APP dentro de la 
secuencia Aβ evitando la generación de los péptidos Aβ tóxicos, liberando al medio 
extracelular un fragmento denominado sAPPα, al cual se le han atribuido funciones 
neuroprotectoras y neurotróficas (Ring et al., 2007). Ambas vías son excluyentes, ya que 
ADAM10 y BACE se encuentran en compartimentos celulares diferentes y compiten por 
proteolizar APP (Chia and Gleeson, 2011, Lichtenthaler, 2012). Por lo tanto, una disminución 
en la actividad proteolítica de ADAM10 conlleva un aumento en la proteólisis de APP por 
















Figura 5. Esquema del procesamiento de la proteína APP. La proteína APP puede ser proteolizada de 
manera excluyente por dos vías: amiloidogénica o anti-amiloigogénica. A la izquierda mostramos el 
procesamiento anti-amiloidogénico, mediado por α-secretasa (ADAM10) y el complejo γ-secretasa 
liberando los fragmentos APPsα, AICD y P3. La vía amiloidogénica está caracterizada por el corte por 
β-secretasa (BACE1) y el complejo γ-secretasa liberando los fragmentos APPsβ, AICD y los péptidos 
Aβ. Sfrp1 es un modulador negativo de ADAM10, por lo que a mayor concentración de Sfrp1 mayor 
es el procesamiento por la vía amiloidogénica y mayor es la liberación de péptidos Aβ. Imagen 
modificada de  (Vassar, 2013). 
Sfrp1 es una proteína que modula negativamente la actividad proteolítica de 
ADAM10 (Esteve et al., 2011a). Además, los niveles de mRNA de SFRP1 se encuentra 
aumentados significativamente extractos cerebrales de personas mayores y en el hipocampo 
de pacientes con EA en estadios tempranos y avanzados de la enfermedad (Blalock et al., 
2004, Folke et al., 2019, Esteve et al., 2019b). Estos datos sugieren que altos niveles de la 
proteína Sfrp1 podría contribuir al desarrollo y/o progresión de la EA. En apoyo a esta 
hipótesis, estudios recientes del laboratorio han demostrado que Sfrp1 se acumula en las 
placas amiloides, y es producida por células gliales (astrocitos y microglia). Además, 
pacientes de EA presentan altos niveles de la proteína en extractos cerebrales. Para analizar 
si SFRP1 participa en la progresión de la EA se utilizó un modelo murino de amiloidogénesis 
(APP;PS1) el cual se cruzó con ratones nulos para Sfrp1, con el fin de obtener ratones 









reducción de péptidos Aβ y de placas amiloides, así como una disminución de la 
neuroinflamación asociada a las placas. Además, la disminución de Sfrp1, bien por 
inactivación génica o por la infusión de un anticuerpo neutralizante de la actividad de Sfrp1, 
previene la reducción de la LTP y la pérdida de memoria presente en ratones APP;PS1 
(Esteve et al., 2019b) (Figura 6). 
Figura 6. Implicación de la proteína Sfrp1 en la patología de la EA. Sfrp1 colocaliza con Aβ en las 
placas amiloide (a). Se expresa en microglia (Iba1) (b) y astrocitos (GFAP) (c) en la corteza cerebral de 
pacientes de EA. La inactivación genética de la proteína Sfrp1 en los ratones APP;PS1 disminuye 
significativamente el acúmulo de placas amiloides (d, e), la neuroinflamación asociada (f, g) y 
previene la pérdida cognitiva presente en el ratón. Además, la neutralización de la actividad de Sfrp1 
con un anticuerpo específico anti-Sfrp1 es capaz de reducir los depósitos amiloides, así como 
prevenir la pérdida de LTP presente en el modelo APP;PS1. Estos resultados demuestran la 
implicación de Sfrp1 en la patología de Alzheimer (Esteve et al., 2019b). 
La ausencia de pérdida de memoria en ratones APP;PS1;Sfrp1-/- podría explicarse por 
un aumento en la actividad de ADAM10, ya que los datos de nuestro laboratorio demuestran 
una disminución en los niveles del péptido Aβ y en el número de placas amiloides. Sin 
embargo, la mayoría de los ensayos clínicos dirigidos a neutralizar el péptido Aβ realizados 
en pacientes que sufren EA, no han tenido el éxito esperado. De hecho, a pesar de que  
alguno de estos tratamientos han conseguido disminuir el número y tamaño de placas 
amiloides, no han sido capaces de frenar el deterioro cognitivo que sufren los pacientes de 
EA (Sevigny et al., 2016, Godyn et al., 2016). Aunque existen varias explicaciones plausibles 





que también contribuyen a la progresión de la enfermedad es una buena estrategia a 
explorar. 
En este contexto, es importante destacar que ADAM10 proteoliza sustratos 
implicados en neuroinflamación o plasticidad sináptica. Por ejemplo las proteínas TREM2 y 
CX3CL1 (Hundhausen et al., 2007, Kleinberger et al., 2014) que tienen una función muy 
importante en neuroinflamación; o las proteínas N-cadherina y neuroligina (Reiss et al., 
2005, Suzuki et al., 2012, Saftig and Lichtenthaler, 2015) implicadas en plasticidad sináptica. 
De hecho, la inactivación génica de ADAM10 específicamente en neuronas postnatales 
induce astroglisosis y microgliosis asociado con alteraciones cognitivas (Prox et al., 2013). 
Con estos precedentes, en esta tesis nos planteamos si Sfrp1, de forma 
independiente a su efecto sobre el procesamiento de APP, podría contribuir al deterioro 
cognitivo asociado al envejecimiento o a la EA influyendo en otros procesos como la 

















Sfrp1 es una proteína altamente difusible que actúa como regulador multifuncional 
en la comunicación célula-célula. Estudios recientes demuestran que los niveles de mRNA de 
SFRP1 están incrementados en el cerebro humano durante el envejecimiento y la EA 
esporádica (Folke et al., 2019, Blalock et al., 2004, Esteve et al., 2019b). Como se detalla en 
la introducción, nuestro laboratorio ha demostrado que altos niveles de SFRP1 contribuyen a 
la patogénesis de la EA mediante la modulación negativa de la metaloproteasa ADAM10 
(Esteve et al., 2011a, Esteve et al., 2019b). El trabajo desarrollado hasta ahora demuestra 
que, altos niveles de la proteína SFRP1 correlacionan con altos niveles del péptido Aβ en 
pacientes con EA. Estas observaciones serían, tal vez, suficientes para explicar cómo la 
inactivación génica de Sfrp1 o la neutralización de su actividad con un anticuerpo específico, 
es suficiente para prevenir la neuroinflamación, la pérdida de plasticidad sináptica y el 
deterioro cognitivo asociado a la EA (Esteve et al., 2019b). Sin embargo, varios estudios 
clínicos han demostrado la ausencia de correlación entre placas amiloides y patología de la 
EA, sugiriendo la posible participación de SFRP1 en otros eventos implicados en la 
patogénesis de EA. De hecho, ADAM10 tienen múltiples sustratos conocidos, entre ellos 
proteínas implicadas en la activación de la respuesta de las células microgliales ante un 
estímulo inflamatorio o en proteínas implicadas en plasticidad sináptica.  
Sobre esta base, formulamos la hipótesis de que altos niveles de SFRP1 podrían 
influir en la respuesta neuroinflamatoria y en la plasticidad sináptica, dos eventos implicados 
en el envejecimiento cerebral.  Para ello, nos planteamos los siguientes objetivos:  
 
1. Generar y validar un modelo murino que sobre-exprese Sfrp1 en cerebro.  
2. Analizar las consecuencias morfológicas y funcionales de esta sobre-expresión.  
3. Definir si alguno de los factores considerados de riesgo para el envejecimiento, 


























Los anticuerpos primarios utilizados para la detección de proteínas por 
inmunofluorescencia (IF) y Western Blot (WB) se describen en la siguiente tabla (Tabla I). En 
los estudios de IF se utilizaron anticuerpos secundarios anti-ratón, anti-conejo, anti-pollo y 
anti-cobaya conjugados con alexa 488, 555 o 647 a una dilución 1/1000. Para el marcaje de 













Tabla 1: Anticuerpos y diluciones utilizadas en los ensayos de inmmunofluorescencia (IF) y Western 
Blot (WB). 
Anticuerpo Especie Casa comercial Dilución IF Dilución WB 
Anti - Sfrp1 Ratón Abcam 1:2000 1:500 
Anti - βgal Pollo Abcam 1:2000 1:2000 
Anti - GFAP Conejo Millipore 1:1000  
Anti - Iba1 Conejo Wako 1:1000  
Anti - p38 Ratón Cell Signaling  1:1000 
Anti - pp38 Conejo Cell Signaling  1:1000 
Anti – Tau5 Ratón Calbiochem  1:1000 
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 1:1000 
Anti - Bassoon Ratón Abcam 1:1000  
Anti - Homer Conejo Novus Biologials 1:1000  
Anti - VGat Cobaya Synaptic System 1:1000  
Anti - Gephyrin Ratón Synaptic System 1:1000  




Anti – Vglut2 Cobaya Millipore  1:500 
Anti – Cd68 Ratón Abcam  1:1000 
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Para los ensayos de WB se utilizaron anticuerpos secundarios conjugados con HRP 
(horsedish peroxidase; peroxidasa de rábano) anti-ratón y anti-conejo a una dilución 
1:250.000. 
2. Muestras de pacientes 
Las muestras de tejido cerebral de pacientes de la enfermedad Alzheimer (EA) y 
control fueron obtenidas del Instituto de Neuropatología HUB-ICO-IDIBELL. Los tejidos 
fueron rápidamente diseccionados entre 3 y 16 horas post-morten y se almacenaron a -80ºC 
hasta el momento de su procesamiento.  
Las muestras de pacientes EA se dividieron según la clasificación histopatológica 
Braak and Braak (BB); BB I-II/0-A; III-IV/0-C; BBV-VI/B-C (Braak and Braak, 1991, Braak et al., 
2006). Los casos con neuropatologías combinadas fueron excluidos. Las muestras control no 
habían sufrido enfermedades neurológicas, psiquiátricas o enfermedades metabólicas y no 
presentaban anomalías en el examen neuropatológico.  
Las muestras fueron homogeneizadas en tampón hipotónico (TBS) con inhibidores de 
proteasas (100 μl por 100 mg de tejido). Las muestras fueron congeladas en isopentano 
durante 1 minuto, y se descongelaron lentamente en hielo. Posteriormente fueron 
centrifugadas a 15.000 r.p.m durante 30 minutos. Se separó el sobrenadante 
correspondiente a la fracción soluble. El pellet fue homogenizado en tampón de lisis RIPA 
(NP40 1%, Deoxicolato de Sodio 0,5%, SDS 1% en PBS 1X e inhibidores de proteasas), 
sonicado y centrifugado a 15.000 r.p.m. El sobrenadante resultante correspondía a la 
fracción RIPA. Las muestras fueron almacenadas a -80ºC hasta el momento de su utilización. 
3. Animales 
3.1. Características y mantenimiento 
El empleo de animales de experimentación se llevó a cabo siguiendo las directrices 
establecidas por la Unión Europea (86/609/EEC) y aprobadas por la Comisión de Bioética del 
Centro de Biología Molecular “Severo Ochoa” (CBMSO). Los animales se mantuvieron en el 
CBMSO, donde fueron criados y alimentados. Se mantuvieron en un ambiente con 




temperatura controlada y ciclos de luz/oscuridad de 12 horas respectivamente. Se utilizaron 
tanto machos como hembras adultas, estabulados en grupos de 4 a 5 animales por jaula, con 
comida y agua disponible ad libitum. 
Para este estudio se generó un ratón doble transgénico Tet-OFF/Sfrp1 que sobre-
expresaba Sfrp1 en el sistema nervioso. Estos ratones provienen de un cruce de dos ratones 
modificados genéticamente. El primer ratón expresa un trans-activador tetraciclina 
(tTA*M2) regulado por el promotor específico de la proteína del filamento intermedio glial 
(GFAP, Glial Fibrillary Acidic Protein), una proteína específica de astrocitos Tg(GFAP-
tTA*M2). Este ratón fue cedido por el Dr. José Javier Lucas. El segundo expresa los genes 
Sfrp1 y LacZ bajo un elemento de respuesta a tetraciclina (TRE-Sfrp1) que nos proporcionó la 
Dra. Cécile Dùppla. Cuando el transgen (Sfrp1-TRE-LacZ) y el trans-activador (GFAP-tTA) se 
expresan en el mismo ratón, Sfrp1 y βGal comienzan a sintetizarse específicamente en 
astrocitos (GFAP-tTA/TRE-Sfrp1). La proteína Sfrp1 sobre-expresada en este ratón es bovina, 
la cual tiene una homología aminoacídica del 94% con la de ratón. 
La línea GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 se mantuvo en heterocigosis para el trans-activador 
GFAP-tTA y en homocigosis y heterocigosis de forma independiente para TRE-Sfrp1. Como 
control se utilizaron ratones hermanos que no habían heredado el transactivador. 
También se utilizó un modelo murino para la enfermedad Alzheimer, APP;PS1 
generado por (Jankowsky et al., 2004). La colonia utilizada se generó de ratones cedidos 
amablemente por el Dr. Torres-Alemán. Este ratón doble transgénico sobre-expresa, bajo el 
promotor PrP, el alelo APP humano que porta la llamada mutación sueca (K594M/n595L) y 
un alelo de la presinilina 1 humano (PSEN1) con una delación en el exón 9. 
3.2. Administración comida alta en grasa 
Se administró comida alta en grasa (DIO12492) la cual contiene 20% Kcal de 
proteínas, 20% Kcal de carbohidratos y un 60% kcal de grasa. Esta dieta se empezó a 
administrar a ratones controles y ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 a los 6 meses de edad. Los 
ratones se sacrificaron 22 semanas más tarde. En paralelo se llevó otro grupo de animales 
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control y GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 con comida de uso común (Rodent Manintenance Diet) la cual 
contiene 20% Kcal de proteínas, 67% Kcal de carbohidratos y un 20% Kcal de grasa. 
- Medición de glucosa en sangre 
Los ratones se mantuvieron en ayunas durante 10 horas antes de la medición de 
glucosa. Se extrajo una gota de sangre de la cola y se midió la concentración (mg/dL) 
utilizando el equipo One Touch Ultra (Life Scan).  
3.3. Genotipado mediante PCR 
Para determinar el genotipo de los ratones se extrajo ADN genómico derivado de una 
pequeña porción de cola digerida con tampón de lisis (1,25M NaOH, 10mM EDTA) durante 
una hora a 98ºC. La reacción se paró con un tampón de neutralización (2M Tris-HCl).  
Posteriormente, el genotipado se llevó a cabo con una reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR). Esta se realizó con una mezcla de Taq Polimerasa 2X (Supreme Master 
Mix, nzytech), Dimetilsulfóxido (DMSO), Oligonucleótido sentido, oligonucleótido 
antisentido y 0,6 μl de DNA, en un volumen final de 15 μl. Incluimos GAPDH como control de 
carga para diferenciar entre ratones homocigotos y heterocigotos. Los fragmentos se 
visualizaron mediante electroforesis en geles de 2%.  
     Tabla 2. Lista de oligonucleótidos utilizados para el genotipado de los ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 
3.4. Extracción líquido cefalorraquídeo, sacrificio de ratones y 
disección del tejido 
Los animales fueron anestesiados con una inyección intraperitoneal con dosis letales 
de Ketamina y Xilacina. A continuación, el líquido cefalorraquídeo y los tejidos fueron 
GEN Oligo sentido Oligo antisentido 
Sfrp1bov TGTGTCCTCCATGTGACAA TGAGATGAGTTTTTGTTCG 
tTa CGAAATCGTCTAGCGCGTC ACTAAGTCATCGCGATGGA 
GAPDH ACCACAGTCCATGCCATCAC TCCACCACCCTGTTGCTGTA 




obtenidos de la siguiente forma: 
a) Extracción Líquido Cefalorraquídeo (LCR) 
El LCR fue extraído de ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 entre 8-10 meses de edad 
utilizando jeringuillas de heparina para penetrar hasta la cisterna magna y aspirando con 
cuidado de no contaminar la muestra con sangre. Posteriormente el LCR extraído se diluyó 
1:1 con PBS e inhibidores de proteasas (Roche). Los LCR turbios o contaminados con sangre 
fueron excluidos del análisis. 
b) Preparación de tejidos para análisis bioquímicos 
Los animales fueron sacrificados por dislocación cervical y se diseccionó el cerebro. 
Se homogenizó medio hemisferio o el hipocampo en tampón RIPA con inhibidores de 
proteasas COMPLETE (Roche). Posteriormente se centrifugaron los extractos durante 30 
minutos a 4ºC a 15000 r.p.m. Se determinó la concentración de proteica de los 
sobrenadantes con el kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo Scientific). 
c) Preparación de tejido para inmunofluorescencia 
Los ratones fueron transcardialmente perfundidos con 30 ml de tampón salino (NaCl 
0,9%) y 20 ml de 4% paraformaldehído (PFA) en tampón fosfato 0,1M (wt/vol). Se 
diseccionaron los cerebros y se post-fijaron durante una noche. Al día siguiente se lavaron 
durante 24 horas con PBS y se cambiaron a una solución crioprotectora de 30% sacarosa en 
tampón fosfato. A continuación, el tejido se incluyó en una solución de 7,5% gelatina en 15% 
sacarosa durante 30 minutos. Los bloques fueron congelados con isopentano para la 
posterior obtención de secciones coronales del tejido de 15 ó 50 μm de grosor utilizando un 
criostato (Leica). 
4. Inyecciones estereotáxicas de Sindbi virus 
Se realizaron inyecciones de Sindbi virus que expresan la Green Flourescent Protein 
(GFP), en la región de giro dentado (GD) del hipocampo en ratones control y GFAP-tTA/TRE-
Sfrp1 heterocigotos de 2 y 10 meses de edad. Estos virus fueron cedidos amablemente por el 
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Dr. José Antonio Esteban. 
Los ratones fueron anestesiados mediante la aplicación inhalatoria de isofluorano 
(Forane, AbbVie Farmacéutica). El flujo de oxígeno fue de 250 ml/min y el isofluorano se 
aplicó al 4% durante la inducción y al 2% durante el mantenimiento. Una vez dormidos, los 
animales se colocaron en un estereotáxico específico de ratón (Stoelting) y se colocaron de 
manera que el cráneo quedara plano. Utilizando un bisturí estéril se realizó una incisión en la 
piel de la cabeza dejando accesible el cráneo. Se aplicó H2O2 para desinfectar la zona y poder 
visualizar correctamente Bregma. La craneotomía se realizó en un punto preciso utilizando 
agujas romas de 23G para permitir la inyección en las coordenadas estereotáxicas (AP: 1,8; L: 
1,5; DV: 2,2) tomando Bregma como punto de referencia. Todas las inyecciones se realizaron 
en el GD del hipocampo. La infusión se realizó con un inyector estereotáxico (Stoelting) a 
una velocidad de 0,2 μl/min, inyectando un volumen total de 1 μl de virus. La aguja se 
mantuvo en la misma posición durante 5 minutos después de la inyección y se extrajo 
lentamente. Transcurridas 15 horas de la inyección, los ratones fueron sacrificados y se 
procesaron para su posterior análisis por inmunofluorescencia. 
5. Inmunofluorescencia 
Las secciones se descongelaron y se hidrataron con PBS 1X. Posteriormente la 
perosidasa endógena fue bloqueada con metanol y 3% H2O2 durante 10 minutos. Se 
realizaron 3 lavados de 10 minutos con PBS 0,1% Triton X-100 (PBST). Bloqueamos las 
secciones con tampón de bloqueo (PBST, 5% FBS, 1% BSA) durante al menos una hora. Los 
anticuerpos primarios fueron incubados en solución de bloqueo durante una noche a 
temperatura ambiente.  
Al día siguiente se realizaron 3 lavados con PBST y las secciones se incubaron con los 
anticuerpos secundarios diluidos 1/1000 en tampón de bloqueo durante una hora a 
temperatura ambiente. Los núcleos fueron teñidos con Hoechst (Sigma Aldrich) durante 5 
minutos.  
Las preparaciones fueron analizadas con el microscopio DMCR5000 equipado con 
una cámara monocroma DF350Fx (LEICA Microsystems), un microscopio de barrido láser 




confocal LSM710 acoplado a un microscopio vertical AxioImager.M2 (Zeiss) o un microscopio 
de barrido láser confocal LSM800 acoplado a un microscopio invertido Axio Observer (Zeiss). 
5.1. Análisis del número de sinapsis 
Se cuantificó el número de sinapsis en cortes de 50 μm de grosor en la región CA1 del 
hipocampo. Las sinapsis excitatorias se analizaron mediante ensayos de 
inmunofluorescencia utilizando los anticuerpos: anti-Basson (pre-sináptico) y anti-Homer 
(post-sinaptico) y las sinapsis inhibitorias utilizando anticuerpos anti-Gephyrin (pre-
sinaptico) y anti-VGat (post-sináptico). Se tomaron imágenes en un microscopio de barrido 
láser confocal LSM710 acoplado a un microscopio vertical AxioImager.M2 (Zeiss) y un 
objetivo del 63X con un zoom de 1,3. Fueron analizadas al menos 3 fotos de cada sección en 
al menos 3 secciones por ratón. Se tomaron imágenes de 4 ratones control y 2 ratones 
GFAP-tTA/TRE-Sfrp1. Las imágenes fueron analizadas utilizando un software específico, 
Volocity, según se describe en (McLeod et al., 2017). El número y volumen de los botones 
sinápticos fueron analizados utilizando un protocolo optimizado del software para cada 
marcador. Las sinapsis se definen como la colocalización entre los marcadores pre- y post-
sinápticos. El software identifica la colocalización de los marcadores pre-sinápticos y post-
sinápticos como la superposición de 1 pixel o más en un solo plano Los resultados se 
representaron como el porcentaje de sinapsis respecto al control.  
5.2. Análisis morfológico de las neuronas 
El análisis morfológico de las neuronas granulares del giro dentado (GD) del 
hipocampo se llevó a cabo en neuronas individuales infectadas con Sinbdi virus. Se 
analizaron neuronas de ratones controles y GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 a los 10 meses. La 
fluorescencia de GFP permite la visualización de la morfología completa de la neurona sin 
necesidad de amplificar la señal. Para el análisis morfológico se seleccionó un mínimo de 25 
neuronas aleatorias de cada genotipo. Las neuronas fueron reconstruidas utilizando un 
objetivo 25X de un microscopio de barrido láser confocal LSM800 acoplado a un microscopio 
invertido Axio Observer (Zeiss). El conjunto de imágenes en Z stacks recoge la neurona 
completa. Se tomaron imágenes de 3 ratones control y 4 ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1. A 
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partir de estas imágenes, el análisis de la arborización y longitud dendrítica se realizó con el 
plugging Simple Neurite Tracer del software Fiji. Este plugging nos permitió realizar el 
análisis de Sholl, que cuantifica las intersecciones de las dendritas con círculos concéntricos a 
partir del soma separados entre sí por 10 µm. Los resultados fueron agrupados en tramos de 
50 µm. 
5.3. Análisis de las espinas dendríticas 
El análisis de las espinas dendríticas se realizó en un mínimo de 25 segmentos 
dendríticos aleatorios por genotipo. Las neuronas fueron reconstruidas utilizando un 
objetivo del 63X y un zoom de 3X en un microscopio de barrido láser confocal LSM 800 
acoplado a un microscopio invertido Axio Observer (Zeiss). El conjunto de imágenes en Z 
stacks recoge el segmento dendrítico completo. Se tomaron imágenes de 3 ratones control y 
4 ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1. Posteriormente las imágenes fueron deconvolucionadas 
utilizando el software Huygens 18.1.p1.  Para el análisis del número y la forma de las espinas 
se utilizó el software NeuronStudio, el cual es capaz de contar el número de espinas y 
clasificarlas en una de las tres categorías: hongo “mushroom”, delgadas “thin” y en forma de 
copa “stubby”. El software NeuronStudio clasifica las espinas de acuerdo con su relación 
entre el diámetro de la cabeza y cuello, la relación entre la longitud y el diámetro de la 
cabeza y finalmente, el diámetro de la cabeza. Los valores aplicados durante el estidio 
fueron los siguientes: relación de cuello (relación entre diámetro de la cabeza y cuello) 
0,900; relación de la longitud (relación entre la longitud y el diámetro de la cabeza) 3.000 y 
el tamaño de la cabeza (diámetro de la cabeza) 0,700. Cada espina fue revisada 
manualmente para asegurar la veracidad de los resultados. Además, el software también 
calcula el diámetro de la cabeza de cada espina y la longitud de la espina MAX-DTS (la 
distancia desde un extremo de la espina hasta la superficie). 
5.4. Análisis fagocitosis de terminales sinápticos 
El análisis de la poda sináptica se llevó a cabo en cortes coronales de 50 µm con 
anticuerpos anti-Iba1 (marcador microglia), anti-CD68 (marcador de lisosomas) y anti-Vglut2 
(marcador pre-sináptico). La microglia fue reconstruida utilizando un objetivo del 63X en un 
microscopio de barrido láser confocal LSM 710 acoplado a un microscopio vertical 




AxioImager. M2 (Zeiss). El conjunto de imágenes en Z stacks recogía la célula microglial 
completa. Se tomaron imágenes de 4 ratones control y 3 ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1. Se 
analizaron 5 células por animal como se describe en (Schafer et al., 2014) utilizando el 
software Imaris. Los datos se obtuvieron calculando el porcentaje de fagocitosis sináptica 
respecto al control (volumen Vglut2 envuelto/volumen de la célula *100).  
6. Western Blot  
Los extractos proteicos procedentes del tejido cerebral fueron diluidos a la misma 
concentración y se hirvieron durante 5 minutos a 98ºC en tampón Laemili 5X (Glicerina 50%, 
azul de bromofenol y β-mercaptoetanol 10% en TrisHCl 20 mM pH 6,8). Las proteínas fueron 
separadas en geles de proliacridamina en presencia de SDS (al 8%, 10% o 15% dependiendo 
del peso molecular de las proteínas). Posteriormente fueron electrotransferidas a 
membranas de nitrocelulosa a amperaje constante (300 mA) durante 75 minutos. Para 
comprobar la eficacia de la transferencia se tiñeron las membranas con Rojo Poceau. 
Posteriormente se destiñeron las membranas con un lavado de TBS (NaCl 150 Mm, 
TrisHCl 10 M pH 8) 0,1% Tween20 (TBST) y las membranas se bloquearon con leche en polvo 
desnatada al 5% durante, al menos, una hora. Después se incubó la membrana, durante una 
noche a 4ºC en agitación, con el anticuerpo primario diluido en TBST.  
Al día siguiente se realizaron 3 lavados de 10 minutos con TBST y las membranas 
fueron incubadas durante una hora con los anticuerpos secundarios acoplados a POD , 
diluidos en leche al 5%. Las membranas se lavaron 2 veces con TBST y una vez más con TBS 
antes de su visualización con el sistema ECL (Enhanced Chemiluminescence Detection 
System) de Amersham y el ImageQuant Amersham 680. La cuantificación de las bandas 
obtenidas se llevó a cabo con el software Quantity One (BioRad).  
6.1. Preparación de sinaptosomas y co-inmunoprecipitación 
Para la preparación de sinaptosomas se utilizó el kit Syn-Per Synaptic Protein 
Extraction Reagent (Thermo Fisher) siguiendo las indicaciones del fabricante. 
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Se homogenizó en hielo un hemisferio cerebral procedente de ratones control y 
ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 de 10 meses en 10 ml de tampón Syn-Per Reagent con 
inhibidores de proteasas por gramo de tejido. Posteriormente se centrifugaron durante 10 
minutos a 4ºC a 1200 x g. Se recogió el sobrenadante y se volvieron a centrifugar las 
muestras durante 20 minutos, 4 ºC a 15.000 x g. El sobrenadante fue descartado y se añadió 
2 ml de tampón Syn-Per Reagent por gramo de muestra.  
Se separaron 100 μl de sinaptosomas por cada condición añadiéndoles detergentes 
(Tritón, Tween20 y SDS 10%). Las muestras se incubaron durante toda la noche a 4ºC en 
rotación con 10 μg de anticuerpo (anti-Sfrp1 o anti-IgG1) y 100 μl de microesferas de 
proteína G-agarosa. Al día siguiente se realizaron 5 lavados de las microesferas con TBS y se 
resuspendió en Lamelli Buffer 2X, desnaturalizándose a 100ºC durante 5 minutos. A partir de 
este momento se continúa con el protocolo de Western Blot.  
7. Pruebas de comportamiento  
Para estudiar las posibles implicaciones conductuales de la sobre-expresión de Sfrp1 
en el cerebro, se realizaron diferentes pruebas comportamentales relacionadas con la 
correcta coordinación motora, comportamiento social y memoria. Las pruebas se realizaron 
la misma sala de comportamiento, donde los animales fueron introducidos una semana 
antes de la realización de las pruebas para su habituación. Se realizaron siempre en las horas 
de luz, entre las 15:00 y las 19:00h. Todos los test se realizaron con ratones machos, a 
excepción del Rotarod y el Y-maze que se realizaron tanto en machos como en hembras. Las 
pruebas fueron analizadas manualmente y con el software Any-maze, de donde se 
extrajeron gráficos representativos del movimiento.  
7.1. Rotarod 
Es un test utilizado para evaluar la coordinación motora de los ratones (Jones and 
Roberts, 1968). El test se realizó durante tres días consecutivos utilizando el Mouse Rota-rod 
(Ugo Basile). Cada ratón fue entrenado durante dos días: durante el primer día los ratones 
fueron sometidos a 4 sesiones de 1 minuto de duración a una velocidad fija de 4 r.p.m, con 
intervalos de una hora entre las sesiones; el segundo día se aumentó el tiempo a 2 minutos 




de duración con una aceleración de 4 r.p.m a 8 r.p.m. El tercer día los ratones realizaron el 
test que tuvo una duraración de 5 minutos con una aceleración de 4 r.p.m a 40 r.p.m y 4 
sesiones con una hora de descanso al terminar cada sesión. Se representó la media del 
tiempo de las 4 sesiones, que los ratones eran capaces de mantenerse encima del equipo. 
Figura 7. Prueba de coordinación motora Rotarod. Esquema sobre el test Rotarod durante los 3 días 
de la prueba. 
7.2. Test de sociabilidad 
Este test se utiliza para analizar el comportamiento social en ratones midiendo la 
tendencia del ratón a acercarse a otro ratón, lo que indica el grado de su sociabilidad 
(Crawley, 2004). Los ratones fueron expuestos a la interacción social (jaula con ratón 
desconocido) frente a la interacción inanimada con la jaula vacía. Este test se realiza en dos 
días consecutivos. El primer día consiste en la habituación del ratón a la caja durante 10 
minutos. Durante el segundo día, la caja contiene dos jaulas que permiten el contacto visual, 
olfativo, auditivo y táctil; una de ellas estará vacía (interacción inanimada) y la otra tendrá en 
un interior un ratón desconocido que no había tenido contacto previo con el ratón sujeto 
(interacción social). Los ratones sujetos se colocaron en el centro de la caja, y se analiza su  
preferencia hacia la jaula vacía o a la jaula con un ratón durante 10 minutos. Se representa el 
tiempo que cada ratón invierte en cada jaula. 
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Figura 8. Prueba socialización. Esquema representativo de la habituación y del test de sociabilidad. 
Los cuadros hacen referencia a la posición de las jaulas, una de ellas vacía y otra (A) con un ratón 
desconocido.  
7.3. Test de laberinto en cruz elevado (Elevated Plus Maze) 
Este test se utiliza para analizar el comportamiento de “ansiedad” que presentan los 
animales (Pellow and File, 1986). El test se basa en la repulsión de los ratones a ambientes 
abiertos y elevados. Se coloca al ratón en un aparato con 4 brazos, dos de ellos cerrados 
(con paredes opacas) y dos abiertos (sin paredes) en forma de cruz que se encuentran a 45 
cm de altura. Durante la duración del test, 5 minutos, se midió el tiempo que cada ratón 
pasaba en los brazos cerrados y abiertos (cuanto más ansiosos sean menos se atreverán a 
salir de los brazos cerrados que es su zona de confort). Se representó el índice de 
exploración en porcentaje (tiempo que los ratones invierten en los brazos abiertos respecto 
el tiempo de exploración total del brazo abierto y cerrado).  
 
Figura 9. Prueba de comportamiento Elevated Plus Maze. En el panel de la izquierda se representa 
un esquema del laberinto en cruz elevado. A la derecha se muestra una imagen de un ratón durante 
el desarrollo del test.  
7.4. Prueba de la Y (Y-maze) 
El Y-maze es una prueba de comportamiento que evalúa la memoria espacial 
dependiente de hipocampo, aprovechando la preferencia innata de los ratones a explorar 
nuevos ambientes (Kraeuter et al., 2019, Dellu et al., 1997). Se utilizó una estructura con tres 
brazos idénticos en forma de Y con paredes opacas de 8 cm de altura. Se colocaron dos 
objetos diferentes a 20 cm de distancia y 40 cm de altura para que los ratones tuvieran dos 
puntos de referencia. Durante el entrenamiento, se dispuso al ratón sujeto dentro de la 
estructura y se le permitió explorar dos de los tres brazos (el tercer brazo estaría cerrado) 




del aparato durante 7 minutos. El test se realizó una hora más tarde, colocando al ratón en 
el aparato de nuevo, pero esta vez siendo libre para explorar los tres brazos durante 5 
minutos. Se cuantificó el tiempo que los ratones pasaban explorando los tres brazos, 
mostrando el porcentaje del tiempo que el ratón invierte explorando el brazo nuevo 
respecto al tiempo total de exploración (% Tiempo brazo derecho).  
Figura 10. Prueba de aprendizaje y memoria Y-MAZE. A la izquierda se representa un esquema del 
entrenamiento y el test. El brazo de color gris hace referencia al brazo cerrado durante el 
entrenamiento. A la derecha se muestra una imagen de un ratón durante la prueba.  
7.5. Test de discriminación de patrones (Novel object localation test) 
Este test se utiliza para estudiar la memoria espacial de los ratones dependiente de 
una correcta función del hipocampo (Assini et al., 2009). Se realizó durante 2 días 
consecutivos en una caja de metacrilato de 41x41cm. Cada día el ratón es libre de explorar el 
ambiente durante 10 minutos. El primer día el ratón explora la caja vacía para que 
habituarse al nuevo espacio. El segundo día se introdujeron dos objetos iguales en 
posiciones simétricas dentro de caja. Una hora más tarde, uno de los objetos se cambió de 
posición mientras el otro se mantuvo en la misma posición. El objetivo del test es saber si los 
ratones son capaces de reconocer que la posición de uno de los objetos ha cambiado. Para 
ello, se cuantificó el tiempo que los ratones pasan explorando el objeto en la nueva posición 
respecto al tiempo total de exploración expresando en porcentaje (% índice de memoria). 
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Figura 11. Prueba de aprendizaje y memoria Novel object localization. A la izquierda se representa 
un esquema sobre la realización del entrenamiento y el test. Los puntos negros representan la 
posición de los objetos en la caja en el transcurso de la prueba. A la derecha se muestra una imagen 
del ratón durante el desarrollo del test. 
7.6. Test de reconocimiento de objetos (Object recognition test) 
Este test se basa en la preferencia de los ratones para explorar nuevos objetos e 
implica la actividad de la corteza frontal y del hipocampo (Ennaceur and Delacour, 1988, 
Lueptow, 2017). Se realiza durante 3 días consecutivos, y cada día el ratón es libre de 
explorar durante 10 minutos. El primer día el ratón investigar una caja de metacrilado de 
41x41cm vacía. El segundo día se introducen 2 objetos exactamente iguales en el centro de 
la caja equidistantes. El tercer día, se cambia uno de los objetos, el cual tiene una forma, 
color y textura totalmente diferente. Posteriormente se cuantificó el tiempo que el ratón 
invierte en explorar el nuevo objeto respecto al tiempo total de exploración, representado 
en porcentaje (% índice de memoria).  
Figura 12. Prueba de aprendizaje y memoria de Reconocimiento de Objetos. A la izquierda se 
representa un esquema sobre la realización el entrenamiento y el test. Los puntos representan la 
posición esquemática de los objetos en la caja a lo largo de la prueba. A la derecha se muestra una 
imagen del ratón durante el desarrollo del test. 
7.7. Test de miedo condicionado (Contextual Fear conditioning) 
Este test consiste en el clásico condicionamiento de “Pauloian”, asociado al aprendizaje 
dependiente de hipocampo y amígdala (Pape and Pare, 2010, Assini et al., 2009). Los 
animales aprenden a asociar un ambiente con un estímulo aversivo como es un shock 
eléctrico. Este test tiene una duración de dos días, el primer día se realiza el 
condicionamiento, introduciendo al ratón en una caja (30x37x25 cm) durante 7,5 minutos. 
Durante 150 segundos el ratón explora libremente la caja, posteriormente recibe una 
descarga eléctrica de 0,8 mA cada 60 segundos contabilizando un total de 5 descargas. Al día 




siguiente el ratón se colocó de nuevo en la misma caja, pero esta vez sin descargas 
eléctricas. Si los ratones son capaces de recordar las descargas eléctricas que recibieron en 
esa misma caja el día anterior presentarán una respuesta de miedo paralizándose, por el 
contrario, si los ratones no recuerdan la descarga eléctrica se moverán libremente por la 
caja. El comportamiento se analizó clasificando el movimiento como activo o paralizado, 
considerando como parálisis la inmovilidad completa del ratón a excepción del movimiento 
necesario para la respiración. 
Figura 13. Prueba de aprendizaje y memoria Contextual Fear Conditioning. Esquema representativo 
sobre las descargas eléctricas sufridas por el ratón durante el entrenamiento. A la derecha se 
muestra una imagen del ratón durante el desarrollo del test. 
8. Ensayos de ELISA tipo sandwich 
ELISA para Sfrp1: se desarrolló un ELISA para la cuantificación de los niveles de Sfrp1 
en extractos cerebrales humanas y de ratón, así como líquido cefalorraquídeo. Se incubó una 
placa de 96 pocillos (Nunc) durante una noche a 4ºC con 50 μl/pocillo de una solución de 
anticuerpo anti-SFRP1 (isotipo IgG1) a 1,5 µg/ml en PBS 1X. Al día siguiente las placas se 
lavaron 3 veces con PBS Tween20 al 0,05% (PBST) y se bloquearon durante 3 horas con BSA 
2% en PBST a temperatura ambiente. Posteriormente las placas se incubaron 2 horas a 37ºC 
con 40 μl/pocillo de muestra. Los tejidos humanos se incubaron a una concentración 10 
µg/pocillo; el tejido de ratón 5 µg/pocillo y líquido cefalorraquídeo a una dilución 1:20. Se 
realizaron 3 lavados con PBST y se incubó la placa durante 1 hora a 37ºC con 50 μl/pocillo de 
anticuerpo anti-SFRP1 (IgG2B) marcado con biotina a 0,1 µg/ml como anticuerpo de captura. 
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Se volvieron a lavar las placas con PBST y se incubó durante 1 hora a 28ºC con 50 μl/pocillo 
de estreptavidina-POD diluido 1:25.000 (Jackson Lab). Después del último lavado con PBST la 
reacción enzimática se desarrolló a 28ºC en oscuridad durante aproximadamente 20 
minutos utilizado 100 μl/pocillo de tetra-metil-bendidina (TMB, Sigma Aldrich). Paramos la 
reacción mediante la adicción de 100 μl/pocillo de ácido clorhídrico (2N HCl). Se midió la 
absorbancia placa a 450 nm en un fluorímetro, FLUOstar OPTIMA (BMG LABTECH). 
ELISAS de citoquinas: se utilizaron ELISAs comerciales para las citoquinas IL6 
(AB100713), IL1β (ab100705) y TNFα (ab100747) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
Se incubaron 200 µg/pocillo de extractos cerebrales de ratón. 
9. qRT-PCR 
La corteza de ratones controles y GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 a los 10 meses de edad fueron 
diseccionadas y se extrajo RNA con Trizol (Life technologies) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. 
Posteriormente el RNA fue extraído utilizando el kit RNeasy Lipid Mini Kit (Quiagen) 
según indica el fabricante. La concentración del RNA obtenida se midió a 260 nm de 
absorbancia utilizando el espectrómetro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific). La retro-
transcipción se realizó utilizando la misma concentración de RNA de todas las muestras, con 
el kit First-Strand cDNA Synthesis Kit (GE Healthcare) siguiendo las introducciones del 
fabricante. 
La PCR cuantitativa se realizó utilizando el protocolo sugerido por el fabricante de 
Power SYBR Green Master Mix (Applied Biosystem) en reacciones de 10 μl y 10 ng de cDNA 
total. Los oligonucleótidos se diseñaron utilizando la herramienta Primer-Blast del NCBI. El 
gen GAPDH se utilizó como control de amplificación. El ensayo se realizó por triplicado en 
placas ópticas de 384 pocillos utilizando el sistema ABI Prism 7900 Sequence Detection 
System (Applied Biosystem). Los datos fueron recogidos utilizando el software Sequence 
Detector (SDS versión 2.4, Applied Biosystem). Las muestras se analizaron siguiendo el 
método doble delta CT (ΔΔCT). 
 




                    Tabla3: Lista de los oligonucleóticos utilizados en esta tesis. 
10. Análisis estadísticos 
Los resultados se representan como media ± SEM (error estándar de la media). Antes 
de proceder a la comparación de medias, se analizó la normalidad de distribución de la 
muestra aplicando prueba Shapiro-Wilk. 
Para comparaciones entre dos grupos experimentales se utilizó la prueba t de 
Student (para muestras con distribución normal) o la U de Mann-Whitney (para no 
paramétricas). En el caso de comparaciones múltiples, los resultados con distribución normal 
se analizaron mediante una prueba de ANOVA de una o dos vías, dependiendo del número 
de factores implicados. 
Los asteriscos representan el P valor como se indica a continuación: * P < 0,05; ** P < 
0,01; *** P < 0,001; **** P < 0,0001.
GEN Oligo sentido Oligo antisentido 
FOXO3A GTTTGGACCTTCGTCTCTGAA GTAGTGTGACACGGAAGAGAAG 
Neuroglobin ACTGTCTCTCCTCTCCAGAAT CAGGTACTCCTCCAATGAAGAC 
Pin1 GCAGAGGTCAGATGCAGAAA TCTGTGCGCAGGATGATATG 
HSF-1 CCCTGAAGAGTGAGGACATAAA GAGTCCATACACTCCTGTTTCC 
BVR-A GGATATGTGTCCAGACGAGAAC ATAGGCGACATCAACCTCTTG 
PROGRANULIN GGGCATTTCTGCCATGATAAC CAACAGTGACGTCCATCTCTAC 
TMEM 106b CTTGCCAAGGAACAGGAAGA CACAGACGCCATCACATACA 
ephx2 GGAGAAGGTCACAGGGACAC TTTGGATTGCATGGGACTG 
CYP46A1 AGCCGCTATGAGCACATCC AGGGGAGATGTCCAAGAAGG 
GAPDH AAAATGGTGAAGGTCGGTGTGA ATGGGCTTCCCGTTGATGAC 
Axin2 GAGGGACAGGAACCACTCG TGCCAGTTTCTTTGGCTCTT 





















1. Los niveles de SFRP1 aumentan durante la progresión de la EA 
Como se detalla en la introducción, los niveles de mRNA de SFRP1 se encuentran 
elevados en pacientes con EA. Para analizar si este aumento correlacionaba con un 
incremento en los niveles de la proteína, cuantificamos los niveles de la proteína SFRP1 en 
muestras de corteza cerebral procedente de pacientes con EA. Para realizar este estudio, 
pusimos a punto un ELISA tipo sándwich utilizando dos anticuerpos monoclonales contra la 
proteína recombinante SFRP1 humana, generados en colaboración con la Dr. Domínguez 
(Instituto Carlos III). Analizamos los niveles de SFRP1 en extractos cerebrales de corteza 
entorrinal, región donde aparecen los primeros signos de la enfermedad, y corteza frontal 
de pacientes con EA esporádico. Para este análisis se utilizaron muestras de pacientes en 
distintos estadios de la enfermedad según la clasificación de Braak and Braak, basada en la 
localización y cantidad de ovillos neurofibrilares en distintas regiones del cerebro: BB I-II, BB 
III-IV y BB V-VI y los comparamos con muestras control de edad similar. Analizamos tanto la 
fracción soluble como la insoluble (RIPA) de cada extracto. Las muestras fueron cedidas por 















Figura 14. Los niveles corticales de SFRP1 aumentan en pacientes de EA. Las gráficas muestran los 
niveles de SFRP1, medidos por ELISA, presentes en extractos de corteza entorrinal (a, b) y frontal (c, 
d) en la fracción soluble (a, c) y la fracción RIPA (b, d) en muestras control y pacientes EA en 
diferentes estadios de la enfermedad, como indicamos en el gráfico. Los datos fueron analizados con 
test two-way ANOVA seguido de un test de Bonferroni. Los asteriscos indican diferencias 
significativas: * 0,05 > p ≥ 0,01; ** 0,01 > p ≥ 0,001 ;**** p < 0,00001. 
El análisis de los datos mostró una correlación positiva entre los niveles de SFRP1 y la 
progresión histopatológica de la EA. Detectamos un aumento significativo en los niveles de 
SFRP1 desde estadios tempranos de la enfermedad (I-II) en extractos de corteza entorrinal, 
tanto en la fracción soluble como en la fracción RIPA (Figura 14a, b). En estadios más 
avanzados, los niveles de SFRP1 también aparecen elevados en la corteza frontal, región 
donde los signos patológicos aparecen en estadios tardíos (Figura 14c, d).  
Para averiguar si el aumento de la expresión de SFRP1 observado en muestras 
humanas ocurría también en ratón, utilizamos un modelo murino de amiloidogénesis 
(APP;PS1), usado por muchos investigadores para estudiar algunos aspectos de la EA 
(Jankowsky et al., 2004). En un ELISA adaptado, que permite analizar los niveles de Sfrp1 en 
extractos cerebrales de ratón, detectamos un incremento significativo en los ratones 
APP;PS1 en comparación con ratones control a los 8 meses de edad (Figura 15a). 
Posteriormente, quisimos analizar si los niveles de Sfrp1 en ratones APP;PS1 también 
aumentaban con la progresión de la enfermedad (Figura 15b). Observamos que los niveles 
de Sfrp1 comienzan a aumentar de una manera más pronunciada a partir de los 6 meses de 
edad en los ratones APP;PS1, siendo significativo a partir de los 8 meses, cuando los ratones 
APP;PS1 presentan un deterioro cognitivo detectable (Radde et al., 2006). Por lo que 
concluimos que, tanto en extractos cerebrales de pacientes de EA como en los ratones 
APP;PS1, el aumento de los niveles de SFRP1 se asocian a la progresión de la enfermedad. 
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Figura 15. Los niveles de Sfrp1 en cerebro aumentan progresivamente con la edad en ratones 
APP;PS1. (a) Cuantificación de los niveles de Sfrp1, medidos por ELISA, en extractos cerebrales de 
ratones controles y APP;PS1 a los 8 meses de edad. No se detecta señal en los extractos de ratones 
nulos para Sfrp1 ni en los ratones APP;PS1;Sfrp1-/-.. (b) Análisis de los niveles de Sfrp1, medido por 
ELISA, en extractos cerebrales de ratones control y APP;PS1 a diferentes edades, indicados en el 
gráfico. Se analizaron los resultados con un test two-way ANOVA seguido de un test de Bonferroni. 
Los asteriscos indican diferencias significativas: * 0,05 > p ≥ 0,01; ** 0,01 > p ≥ 0,001 ;*** p < 0,0001. 
2. Generación y validación de un modelo murino de sobre-expresión de 
Sfrp1 en cerebro 
2.1. Generación de un ratón doble transgénico murino GFAP-tTA/TRE-
Sfrp1  
Para determinar si Sfrp1 podía promover neuroinflamación o alteraciones sinápticas 
al margen de Aβ, generamos un modelo murino doble transgénico inducible TetOFF que  
permitiera la sobre-expresión de Sfrp1 en astrocitos de forma inducible. Estos ratones se 
generaron mediante el cruce de dos ratones modificados genéticamente (Figura 16a). La 
primera línea de ratón contiene un constructo con un elemento de respuesta a tetraciclina 
que permite la expresión simultánea de las proteínas Sfrp1 y βgal, este último utilizado 
como reportero (TRE-Sfrp1). La segunda línea de ratón expresa un transactivador de 
tetraciclina (tTA*M2) bajo el promotor del gen que expresa la proteína del filamento 
intermedio glial (GFAP, Glial Fibrillary Acidic Protein) Tg(GFAP-tTA*M2), una proteína que se  
expresa en astrocitos. Cuando ambos transgenes se expresan en el mismo ratón (GFAP-
tTA/TRE-Sfrp1), las proteínas Sfrp1 y βgal comienzan a expresarse de forma simultánea, en 
ausencia de doxiciclina. Al ser un modelo inducible, la administración de doxiciclina reprime 
la expresión de ambas proteínas (Figura 16a).  
Elegimos los astrocitos como células productoras de Sfrp1 porque, según estudios 
previos del laboratorio, son una fuente endógena de la síntesis de la proteína Sfrp1. Además, 
la proteína GFAP comienza a expresarse al final de la embriogénesis y en estadios 
postnatales, lo cual minimiza posibles alteraciones producidas por la sobre-expresión de esta 
proteína durante el desarrollo.  
Verificamos mediante un ELISA que los niveles de expresión Sfrp1 durante el 
desarrollo eran similares a los controles. Para ello utilizamos extractos cerebrales de ratones 
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GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 y control a 3 días postnatales y observamos niveles muy similares en 
ambos genotipos (Figura 16b). De esta manera descartamos posibles efectos de la sobre-
expresión durante el desarrollo.  
Los ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 son viables, fértiles y no presentan alteraciones ni 
en el peso corporal ni en el tamaño del cerebro (Figura 16c, d).  
Figura 16. Generación de un ratón doble transgénico condicional que sobre-expresa Sfrp1 en 
cerebro. (a) Esquema de la generación del ratón GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 que sobre-expresa Sfrp1 
específicamente en astrocitos. (b) Niveles de Sfrp1 medidos por ELISA en ratones control y GFAP-
tTA/TRE-Sfrp1 a 3 días postnatales. (c) Cuantificación del peso corporal de los ratones control y 
GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 a los 8 meses de edad. (d) Fotografías comparativas del tamaño corporal y del 
cerebro de los ratones controles y GFAP-tTA/TRE-Sfrp1. Los datos fueron analizados con un test t-





2.2. Validación del modelo murino doble transgénico GFAP-tTA/TRE-
Sfrp1  
Realizamos diferentes ensayos para verificar la sobre-expresión de Sfrp1 en el 
modelo GFAP-tTA/TRE-Sfrp1. Analizamos la expresión de la proteína reportera βgal 
mediante ensayos de inmunofluorescencia en secciones de cerebro. Observamos que en los 
ratones controles no se detecta señal; sin embargo, los ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 
presentaban células βgal positivas por todo el cerebro, acumulándose especialmente en la 
corteza, región hipotalámica y región hipocampal, aunque solo mostramos imágenes de esta 
última región (Figura 17a, b). Además, comprobamos que la proteína βgal se localiza en las 
mismas células positivas para el marcador de astrocitos GFAP, confirmando que la sobre-
expresión es exclusiva en estas células (Figura 17c, d). Finalmente, observamos señal de 
Sfrp1 solo en algunas células βgal positivas (Figura 17e, f), ya que al ser una proteína muy 
difusible, los niveles en las células productoras son bajos y difíciles de detectar. 
Una vez comprobamos que los astrocitos de los ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 sobre-
expresan Sfrp1, cuantificamos los niveles de Sfrp1 en extractos cerebrales mediante un 
ELISA en ratones de 1, 6, 8-10 y 15 meses de edad, comparándolos con ratones control a las 
mismas edades. El análisis de los datos reveló que los ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 
presentaban un incremento significativo comparado con ratones control, a partir del mes de 
edad y este aumento se mantiene constante hasta los 8-10 meses. Sin embargo, el 
incremento se acentúa a los 15 meses (Figura 17g). Además, los niveles de Sfrp1 presentes 
en ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 eran similares a los detectados en los ratones APP;PS1 a los 
8-10 meses de edad (Figura 17h).  
Análisis complementarios mediante ensayos de Western blot confirmaron que los 
niveles de Sfrp1 en la región hipocampal eran mayores en los ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 
en comparación con los controles a los 8 meses de edad (Figura 17i). La expresión del 
transgen se confirmó también analizando por PCR cuantitativa la presencia de mRNA Lacz en 
el hipocampo de ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 (Figura 17j). 
Estudios previos del laboratorio demostraron que los niveles de SFRP1 también están 
incrementados en el líquido cefalorraquídeo (LCR) de pacientes con EA (Esteve et al., 2019b). 
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Las paredes de los ventrículos laterales están rodeadas por astrocitos y células madre que 
contribuyen a la composición proteica del LCR (Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009). 
Extrajimos LCR de la cisterna magna de ratones controles y GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 a los 8-10 
meses de edad y realizamos un ELISA mediante el cual, observamos un incremento 
significativo en los niveles de Sfrp1 en los ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 respecto los ratones 
control (Figura 17k). 
Figura 17. Los ratones GFAP-tTA/Sfrp1-tetO sobre-expresan Sfrp1 específicamente en astrocitos. 
(a-f) Inmunofluorescencia en cortes coronales en ratones control (a, c, e) y GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 (b, d, 
f) utilizando un anticuerpo anti-βgal (a, b), anticuerpos anti-βgal y anti-GFAP (c, d) y anticuerpos anti-
βgal y anti-Sfrp1 en hipocampo. Las fechas indican astrocitos βgal positivos. Barra de escala 50 µm. g) 
Cuantificación de los niveles de Sfrp1 por ELISA en ratones controles y GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 a 1, 6, 8-
10 y 15 meses de edad. Los datos fueron analizados con un test two-way ANOVA seguido de un test 
de Bonferroni. h) Comparación de los niveles de Sfrp1, medidos por ELISA en extractos cerebrales de 
ratones control, GFAP-tTA/TRE-Sfrp1y APP;PS1 a los 8 meses de edad. Los datos fueron analizados 
con un test one-way ANOVA seguido de un test de Bonferroni. i) Western blot representativo de los 
niveles de las proteína βgal y Sfrp1 en extractos de hipocampo de ratones control y GFAP-tTA/TRE-
Sfrp1 a los 8 meses de edad. Utilizamos GAPDH como control de carga. j) Análisis de los niveles de 
mRNA para el gen LacZ medidos por qPCR en ratones control y GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 a los 8 meses de 
edad. Los valores se normalizaron frente a GAPDH. k) Niveles de la proteína Sfrp1 en el líquido 
cefalorraquídeo en ratones control y GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 a los 8-10 meses de edad medidos por 
ELISA.Los datos fueron analizados con un test t-Student. Los asteriscos indican diferencias 
significativas: * 0,05 > p ≥ 0,01; ** 0,01 > p ≥ 0,001; **** p < 0,00001. 
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Todos los datos mostrados hasta el momento proceden de ratones heterocigotos 
GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 para ambos constructos. En este último año hemos logrado llevar la 
colonia a homocigosis para el transgen TRE-Sfrp1. La cuantificación de los niveles de 
expresión de Sfrp1 a los 6 meses de edad medidos por ELISA mostró que los ratones GFAP-
tTA/TRE-Sfrp1 homocigotos presentaban niveles significativamente más elevados que los 
heterocigotos y los controles a la misma edad (Figura 18a). De hecho, los niveles de Sfrp1 en 
los ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 homocigotos a los 6 meses son muy similares a los niveles 
de GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 heterocigotos a los 15 meses de edad.  
Figura 18. La expresión de Sfrp1 depende de la dosis génica. (a) Cuantificación de los niveles de 
Sfrp1 por ELISA en ratones controles y GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 heterocigotos y homocigotos a los 6 
meses comparando con los niveles a 8-10 y 15 meses. Los datos fueron analizados con un test two-
way ANOVA seguido de un test de Bonferroni. (b-d) Inmunofluorescencia en cortes coronales de 
ratones controles y GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 heterocigotos y homocigotos a 6 meses de edad utilizando 
un anticuerpo anti-βgal. Se utilizó Hoechst como marcador nuclear. Barra de escala 100 µm. Los 
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recuadros blancos punteados señalan las regiones amplificadas en (e-g). Los asteriscos indican 
diferencias significativas: * 0,05 > p ≥ 0,01; ** 0,01 > p ≥ 0,001; **** p < 0,00001; ns= no significativo. 
Realizamos ensayos complementarios con técnicas de inmunofluorescencia para 
detectar la presencia de la proteína reportera βgal, lo cual corroboró el aumento de la 
expresión en los ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 homocigotos en comparación con los 
heterocigotos, validando de esta manera los datos obtenidos en el ELISA (Figura 18b-g).  
2.3. Sfrp1 no modula la vía Wnt/βcatenina. Sfrp1 interacciona con 
ADAM10 
Como hemos explicado en la introducción, Sfrp1 actúa como un modulador de la vía 
de Wnt (Bovolenta et al., 2008). Por eso, altos de niveles de la proteína en el cerebro 
podrían interferir con su activación. Para estudiar si la sobre-expresión de Sfrp1 estaba 
modulando la vía de Wnt analizamos por PCR cuantitativa los niveles de mRNA en la corteza 
cerebral de 2 de sus genes diana, Axina2 y c-Jun (Gan et al., 2008, MacDonald et al., 2009). El 
análisis de los niveles de expresión en ratones control y GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 heterocigotos 
no mostró diferencias entre los dos genotipos (Figura 19a). Estos resultados nos indican que, 
en principio y en este contexto, Sfrp1 no modula la señalización de Wnt.   
 
Figura 19. Sfrp1 interacciona con ADAM10, pero no modifica los niveles de expresión de 
componentes de la vía de Wnt. (a) Análisis de los niveles de expresión de 2 genes diana y efectores 
de la vía de Wnt medidos por qPCR en la corteza cerebral de ratones control (n=10) y ratones GFAP-
tTA/TRE-Sfrp1 (n=6) a los 8 meses de edad. (b) Coinmunoprecipitación de Sfrp1 y ADAM10 en 




Estudios previos del laboratorio demostraron que Sfrp1 se une y modula 
negativamente la actividad proteolítica de ADAM10 (Esteve et al., 2011a). De acuerdo con 
estos resultados, ensayos de co-inmunoprecipitación y Western blot revelaron la interacción 
entre Sfrp1 y ADAM10 en preparaciones de sinaptosomas a los 10 meses de edad (Figura 
19b).  
Concluimos que la sobre-expresión de Sfrp1 no altera la vía de señalización de Wnt, 
pero sí interacciona con ADAM10 en preparaciones de sinaptosomas, lo que podría afectar a 
la actividad de la metaloproteasa en neuronas y células glía, afectando a la neuroinflamación 
y plasticidad sináptica. Por ello, nos propusimos estudiar las posibles alteraciones de la 
sobre-expresión de Sfrp1 tanto en la neuroinflamación como en la función sináptica. 
3. Consecuencias morfológicas y funcionales de la sobre-expresión 
de Sfrp1 en el cerebro 
3.1. Sfrp1 induce neuroinflamación 
Ante un estímulo inflamatorio, las células gliales adquieren un estado reactivo 
caracterizado por un cambio en su morfología, secreción de citoquinas y activación de la 
fagocitosis (Heneka et al., 2015).  
Estudios previos del laboratorio han demostrado un fuerte aumento de la expresión 
de Sfrp1 durante procesos inflamatorios en distintos tejidos. En el cerebro este incremento 
está asociado con la activación de células gliales en los ratones APP;PS1 (Esteve et al., 
2019b). Analizamos mediante ensayos de inmunofluorescencia si la sobre-expresión de 
Sfrp1 era suficiente para generar una respuesta inflamatoria a los 2 y 8-10 meses de edad en 
ratones control y GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 heterocigotos. Nos centramos en la región 
hipotalámica, que es donde encontramos el mayor número de células βgal positivas y, por lo 
tanto, mayor síntesis de Sfrp1. Utilizamos el anticuerpo anti-Iba1 como marcador de 
microglia (Figura 20a-d) y el anticuerpo anti-GFAP como marcador de astrocitos (Figura 20f-
i). La cuantificación de los niveles de fluorescencia mostró que a los 8-10 meses de edad 
había un aumento significativo tanto en los niveles de GFAP como en Iba1 en los ratones 
GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 comparados con los controles. Estos datos mostraron un aumento en la 
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reactividad en ambos tipos celulares (Figura 20e), no presente a los 2 meses de edad (Figura 
20j).  
Figura 20. Sfrp1 induce la activación de las células gliales. Inmunofluorescencia en cortes coronales 
en la región hipotalámica del cerebro a 2 (a, b – f, g) y 8-10 (c, d – h, i) meses de edad en ratones 
control y GFAP-tTA/TRE-Sfrp1. Utilizamos anticuerpos anti-GFAP un marcador de astrocitos (a-d) y 
anti-iba1, un marcador de microglia (f-i). Barra de escala 100 µm. (e-j) Cuantificación de la 
inmunofluorescencia de GFAP (e) e Iba1 (j). Los datos fueron analizados con un test one-way ANOVA 
seguido de un test de Bonferroni. Los asteriscos indican diferencias significativas: * 0,05 > p ≥ 0,01; 
** 0,01 > p ≥ 0,001. 
En paralelo, realizamos este mismo ensayo en ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 
heterocigotos y homocigotos a los 6 meses de edad (Figura 21a-c). La cuantificación de la 
intensidad de fluorescencia de los marcadores Iba1 y GFAP en la región hipotalámica, 
mostró que los ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 homocigotos presentaban un incremento 
significativo de microgliosis comparados con los ratones controles, mientras que los 
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heterocigotos a esa edad todavía no presentaban alteraciones (Figura 21d). Además, existía 
una correlación positiva entre los niveles de Sfrp1 y la intensidad de inmunofluorescencia de 
Iba1, lo que indica que los niveles de microgliosis inducidos por Sfrp1 son dosis-
dependientes. (Figura 21e). 
Figura 21. Sfrp1 induce la activación de la microglia de forma dosis-dependiente. (a-c) 
Inmunofluorescencia de cortes coronales en ratones controles y GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 heterocigotos y 
homocigotos a los 6 meses de edad utilizando un anticuerpo anti-Iba1, marcador de microglia. Barra 
de escala 100 µm. (c) Cuantificación de los niveles de Iba1. (d) Representación de los niveles de Iba1 
frente los niveles de Sfrp1. (e) ELISA específico de citoquinas pro-inflamatorias IL6, TNFα y IL1β en 
extractos cerebrales de ratones control y GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 heterocigotos y homocigotos. Los 
datos fueron analizados con un test one-way ANOVA seguido de un test de Bonferroni Los asteriscos 
indican diferencias significativas: * 0,05 > p ≥ 0,01; ** 0,01 > p ≥ 0,001; ns= no significativo. 
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Como hemos mencionado anteriormente, la neuroinflamación se caracteriza por la 
secreción de múltiples citoquinas por parte de la microglia y los astrocitos. Realizamos 
ensayos complementarios para analizar la activación de la respuesta inflamatoria midiendo 
por ELISA los niveles de varias citoquinas pro-inflamatorias (IL1β, TNFα o IL6) en extractos 
cerebrales procedentes de ratones control, GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 heterocigotos y 
homocigotos a los 6 meses de edad. Detectamos diferencias significativas en TNFα, sin 
apreciarse cambios en los niveles de IL1β e IL6 en los ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 
homocigotos frente al control. Sin embargo, no observamos cambios en ninguna de las 
citoquinas en los ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 heterocigotos (Figura 21f).   
La respuesta inflamatoria induce la activación de numerosas vías de señalización, por 
ejemplo la vía de MAPK/p38 (proteínas quinasas activadoras de mitógenos) (Cuadrado and 
Nebreda, 2010). La actividad de p38, mediado por su grado de fosforilación, participa en la 
regulación de la transcripción de mediadores de la inflamación, como citoquinas pro-
inflamatorias, y en la fosforilación de distintos sustratos inflamatorios, como la proteína Tau. 
Esta fosforilación conlleva la generación de una forma neurotóxica presente en 
enfermedades neurodegenerativas como la EA y la demencia fronto-temporal (Lee and Kim, 
2017). 
Analizamos el grado de fosforilación de p38 en extractos de hipocampo en los 
ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 heterocigotos frente a ratones control a los 8 meses de edad 
mediante ensayos de Western blot (Figura 22a, b). La cuantificación del grado de 
fosforilación de p38 frente a los niveles de p38 totales reveló un incremento significativo en 
los ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 heterocigotos. Realizamos el mismo análisis para medir el 
grado de fosforilación de la proteína tau, y encontramos un aumento significativo en los 
cerebros GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 comparado con los controles (Figura 22c, d). 
En conjunto, concluimos que la sobre-expresión de Sfrp1 es suficiente para 
desencadenar una respuesta inflamatoria en el cerebro, induciendo un aumento en los 
niveles de TNFα y la activación de vías relacionadas con la neuroinflamación. Además, la 
respuesta neuroinflamatoria depende de la edad y de los niveles de Sfrp1. 
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Figura 22. Sfrp1 induce un incremento en la fosforilación de p38 y tau. Western blot p38 fosforilado 
normalizado frente a p38 total (a) y tau hiperfosforilado (marcado con el anticuerpo PHF1 
normalizado frente tau total (c). Se utilizó GAPDH como control de carga. (f, h) Cuantificación de los 
niveles de la fosforilación de p38 (b) y tau hiperfosforilado (d), normalizados frente al control. Los 
datos fueron analizados con un test t-Student. Los asteriscos indican diferencias significativas: * p < 
0,05. 
3.2. Sfrp1 altera la morfología de las neuronas 
Sfrp1 altera la morfología neuronal en cultivos de neuronas hipocampales (Rosso et 
al., 2005). Nos propusimos estudiar si in vivo el aumento de Sfrp1 se asociaba con 
alteraciones en la plasticidad sináptica. Analizamos si la sobre-expresión de Sfrp1 era capaz 
de modificar la complejidad del árbol dendrítico de las neuronas en ratones GFAP-tTA/TRE-
Sfrp1 heterocigotos a los 2 y 10 meses de edad. Para ello, infectamos neuronas del giro 
dentado (GD) del hipocampo mediante la inyección intracraneal de un Sinbdi virus que 
expresaba la proteína Green Fluorescent Protein (GFP) (Figura 23a, b). Las neuronas 
infectadas con los virus expresan la proteína GFP, lo que permite visualizar la neurona 
completa, incluidas las espinas dendríticas. 
En primer lugar, analizamos la longitud dendrítica total de las neuronas granulares 
del GD infectadas a los 2 meses (Figura 23c, d) y 10 meses de edad (Figura 10g, h). Las 
neuronas de los ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 a los 10 meses presentaban una longitud 
dendrítica significativamente menor que los controles, sin apreciarse cambios significativos a 
los 2 meses. (Figura 23e, i). A continuación, analizamos la exitencia de posibles cambios en la 
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ramificación del árbol dendrítico de las neuronas mediante un análisis de Sholl. Este análisis 
consiste en la cuantificación del número de intersecciones del árbol dendrítico que se 
encuentra dentro una serie de círculos concéntricos dibujados a partir del soma de la 
neurona como se muestra en la Figura 10c. Este análisis mostró que las neuronas de los 
ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 presentaban una reducción significativa en la ramificación 
dendrítica a los 10 meses, pero no a los 2 meses de edad (Figura 23f, j).  
Figura 23. Sfrp1 reduce la arborización dendrítica de las neuronas del GD. (a, b) Imágenes 
representativas de la expresión de GFP en cortes coronales de hipocampo de ratones controles y 
GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 a los 10 meses de edad infectados con sinbdi virus/GFP para evidenciar la 
morfología neuronal. La expresión de GFP fue detectada por inmunofluorescencia, en rojo un 
anticuerpo anti-βgal y los núcleos en azul se marcaron con Hoechst. Barra de escala 200 µm. 
Imágenes representativas de neuronas individuales control (c, g) y GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 (d, h) a 2 
meses (c, d) y 10 meses (g, h) de edad. Barra de escala 30 µm. Cuantificación de la longitud dendrítica 
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de cada grupo experimental a 2 (e) y 10 (i) meses de edad. Los datos fueron analizados con un test t-
Student. Análisis de ramificación dendrítica (análisis de Sholl) expresado como número de 
intersecciones en función de la distancia al soma a 2 (f) y 10 (j) meses de edad. Los datos fueron 
analizados con un test one-way ANOVA seguido de un test de Bonferroni. N=30 neuronas analizadas 
por condición en 3 ratones control y 4 GFAP-tTA/TRE-Sfrp1. Los asteriscos indican diferencias 
significativas: * 0,05 > p ≥ 0,01; *** 0,001 > p ≥ 0,0001; **** p < 0,0001; n.s, no significativo. 
3.3. La sobre-expresión de Sfrp1 provoca una disminución en la 
densidad de espinas dendríticas 
A lo largo de la superficie de las dendritas se encuentran las espinas dendríticas, que 
representan el componente post-sináptico de la mayor parte de las sinapsis excitatorias (van 
der Zee, 2015). Ya que la morfología de la neurona se ve alterada por la sobre-expresión de 
Sfrp1, estudiamos si el número o la morfología de espinas dendríticas también se 
encontraba afectado, lo cual tendría consecuencias deletéreas en la transmisión sináptica. 
La cuantificación del número de espinas dendríticas mostró una disminución muy 
significativa en los ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 comparado con los controles (Figura 24d). 
En cuanto a su morfología, analizamos el porcentaje de espinas thin, stubby o mushroom 
respecto al número total de espinas en ambos genotipos, utilizando un software específico 
llamado NeuronStudio. Observamos que los ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 presentan un 
aumento significativo en el número de espinas dendríticas thin, y una reducción en las 
stubby, sin cambios significativos en el número de espinas mushroom en comparación con 
los controles (Figura 24e). Además, analizamos el diámetro de la cabeza y la longitud total de 
cada tipo de espina dendrítica (MAX-DTS). Los ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 mostraban una 
disminución del diámetro de la cabeza de las espinas mushroom y stubby, sin cambios 
significativos en las espinas thin (Figura 24f). En cuanto a la longitud total de la espina, vimos 
que sólo en las espinas mushroom había un aumento significativo del tamaño en los ratones 
GFAP-tTA/TRE-Sfrp1, en comparación con los controles (Figura 24g). 
Estos datos, en su conjunto, demuestran que la sobre-expresión de Sfrp1 en el 
cerebro no alteran la formación del árbol dendrítico de las neuronas hipocampales jóvenes. 
Sin embargo, con el envejecimiento, altos niveles de Sfrp1 reducen la arborización dendrítica 
de las neuronas e inducen una pérdida del número de espinas dendríticas, acompañado de 
un cambio en su morfología hacia una forma menos estable. Asimismo, las espinas 
mushroom muestran una cabeza más pequeña, lo cual corresponde con conexiones 
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sinápticas débiles o silenciosas (Kasai et al., 2003). Las alteraciones en el número y forma de 
las espinas dendríticas suelen ir asociadas a una disminución en el número de sinapsis. 
Figura 24. Sfrp1 reduce el número de espinas dendríticas. (a) Imagen representativa de una 
neurona individual infectada con sindbi virus en cortes coronales de hipocampo. (b, c) Imágenes 
representativas de un segmento dendrítico de ratones control (b) y GFAP-tTA/TRE-Sfrp1(c) a los 10 
meses de edad. Barra de escala 2 µm. Los datos fueron analizados con un test t-Student.(d) 
Cuantificación del número de espinas dendríticas por µm. e) Análisis del porcentaje de espinas 
dendríticas divididas en tres clases según su morfología mushroom, stubby y thin. N= 21 segmentos 
dendríticos analizados en 3 ratones control y N=31 segmentos dendríticos analizados en 4 ratones 
GFAP-tTA/TRE-Sfrp1. (f) Cuantificación del diámetro de la cabeza de las espinas dendríticas y su 
longitud MAX-DTS (g). Los datos fueron analizados con un test one-way ANOVA seguido de un test de 
Bonferroni. Los asteriscos indican diferencias significativas: * 0,05 > p ≥ 0,01; *** 0,001 > p ≥ 0,0001; 
**** p < 0,0001; ns, no significativo. 
3.4. La sobre-expresión de Sfrp1 en astrocitos provoca una reducción 
en el número de sinapsis 
Las sinapsis se clasifican en excitatorias (glutamatérgicas) o inhibitorias (GABAérgicas) 
dependiendo del neurotransmisor al que respondan (Turko et al., 2019). Analizamos la 
densidad sináptica de ambos tipos de sinapsis en la región CA1 del hipocampo en ratones 
control y GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 heterocigotos a los 2 y 8 meses de edad. Cuantificamos el 
número de sinapsis excitatorias mediante un ensayo de inmunofluorescencia utilizando 
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anticuerpos que reconocen proteínas localizadas específicamente en la región pre- y post-
sináptica: como marcador pre-sináptico utilizamos un anticuerpo anti-Bassoon (Figura 25a, 
d, h, k) y como marcador post-sináptico el anticuerpo anti-Homer (Figura 10b, e, i, l). 
Mostramos la colocalización parcial de ambas proteínas (Figura 25c, f, j, m). Mediante un 
software específico, llamado Volocity (McLeod et al., 2017), cuantificamos el número de 
sinapsis excitatorias, definidas como la colocalización de los marcadores Bassoon y Homer. El 
análisis de los datos mostró una disminución significativa de las sinapsis excitatorias en los 
ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 frente los controles a los 8 meses (Figura 25n) pero no a los 2 
meses (Figura 12g). 
Figura 25. Sfrp1 induce pérdida de sinapsis excitatorias. Imágenes representativas de la 
inmunofluorescencia en cortes sagitales de hipocampo utilizando un anticuerpo anti-Bassoon 
(marcador pre-sináptico) (a, d, h, k), anti-Homer (marcador post-sináptico) (b, e, i, l) y la 
colocalización de ambos anticuerpos (c, f, j, m) en ratones controles y GFAP-tTA/TRE-Sfrp1a los 2 (a-f) 
y 8 meses de edad (h-m). Cuantificación del porcentaje de sinapsis excitatorias normalizado respecto 
al control a 2 (g) y 8 meses de edad (n). Los recuadros blancos punteados señalan las regiones donde 
se han obtenido imágenes amplificadas de las sinapsis. Barras de escala 3,1 µm. Los datos fueron 




Realizamos el mismo análisis para cuantificar el número de sinapsis inhibitorias en la 
región CA1 del hipocampo, utilizando anticuerpos que reconocen proteínas localizadas en la 
región pre-sináptica, anti-Vgat (Figura 26a, d, h, k) y el anticuerpo anti-Gephyrin para marcar 
la región la post-sináptica (Figura 26b, e, i, l).  Mostramos la colocalización parcial de ambos 
anticuerpos (Figura 26c, f, j , m). Analizando el número de sinapsis inhibitorias con el 
software Volocity no encontramos diferencias significativas entre los ratones control y los 
GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 en el número de sinapsis inhibitorias ni a los 2 ni a los 8 meses de edad 
(Figura 26g, n). 
Figura 26. Sfrp1 no altera el número de sinapsis inhibitorias. Imágenes representativas de la 
inmunofluorescencia en cortes sagitales de hipocampo marcados con un anticuerpo anti-Vgat 
(marcador pre-sináptico) (a, d, h, k), anti-Gephyrin (marcador post-sináptico) (b, e, i, l) y la 
colocalización de ambos marcadores (c, f, j, m) en ratones controles y GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 a los 2 (a-
f) y 8 meses de edad (h-m). Representación gráfica del porcentaje de sinapsis inhibitorias 
normalizado respecto al control a 2 (g) y 8 meses de edad (n). Los recuadros blancos punteados 
señalan las regiones donde se han obtenido imágenes amplificadas de las sinapsis. Barras de escala 
3,1 µm. Los datos fueron analizados con un test t-Student. ns, no significativo. 
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Estos resultados nos indican que, la sobre-expresión de Sfrp1 con el tiempo es capaz 
de inducir una disminución en las sinapsis excitatorias, asociada a la reducción de espinas 
dendríticas. 
3.5. Sfrp1 aumenta los niveles de poda sináptica  
La poda sináptica es un proceso fisiológico que consiste en la eliminación controlada 
de sinapsis mediante fagocitosis, lo que contribuye a la remodelación y afinamiento de la 
trasmisión sináptica por parte de la microglia y en menor medida astrocitos. La activación 
desregulada y exacerbada de este proceso conduce a la disminución en el número de 
sinapsis y contribuye al deterioro cognitivo (Hong et al., 2016). Ya que nuestros resultados 
muestran una activación de la microglia, que conlleva una mayor capacidad fagocítica y al 
mismo tiempo una disminución del número de sinapsis nos preguntamos si estos dos 
fenómenos podrían estar relacionados. 
Estudiamos los niveles de poda sináptica analizando el grado de fagocitosis sináptica 
ejercida por la microglia en la región hipocampal de ratones controles y GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 
heterocigotos a los 10 meses de edad. Realizamos ensayos de inmunofluorescencia 
utilizando 3 anticuerpos diferentes: anti-Iba1, como marcador de la microglia (verde); anti-
CD68, marcador de los lisosomas (magenta); y anti-Vglut2, marcador presináptico (rojo) 
(Figura 27a, b). Realizamos reconstrucciones 3D restringiendo la presencia del marcaje 
Vglut2 dentro de los lisosomas (CD68) en cada célula de microglia, utilizando el software 
Imaris y siguiendo el protocolo descrito por (Schafer et al., 2014). Cuantificamos el 
porcentaje de fagocitosis sináptica (volumen de Vglut2 que hay dentro de los lisosomas 
dividido entre el volumen de la célula microglia) (Figura 27c, d). Resultados todavía 
preliminares, basados en un pequeño número de células analizadas, mostraron que los 
ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 a los 10 meses de edad presentaban una acumulación de 
marcadores sinápticos en microglia significativamente mayor que los controles (Figura 27e), 
correlacionando con la disminución en el número de sinapsis. Por lo tanto, al menos parte 
de la disminución del número de sinapsis se podría deber al aumento de la fagocitosis 
sináptica por parte de la microglia. 
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Todos estos datos, en su conjunto, indican que la función sináptica en el hipocampo 

















Figura 27. Sfrp1 favorece la fagocitosis de terminales 
sinápticos por parte de la microglia. (a, b) 
Inmunofluorescencia de cortes coronales del 
hipocampo de ratones controles y GFAP-tTA/TRE-
Sfrp1 a 10 meses de edad utilizando un anticuerpo 
anti-Iba1, marcador de microglia (verde) (Iba1), anti-
CD68, marcador lisosomal (magenta) y anti-Vglut2, 
marcador pre-sináptico (rojo). (c,d) Imágenes 
representativas de las reconstrucciones 3D de la 
microglia. Barra de escala 5 µm. Cuantificación del 
porcentaje de fagocitosis sináptica respecto al control. 
N=15 células analizadas en 3 ratones por genotipo. 
Los datos fueron analizados con un test t-Student. Los 
asteriscos indican diferencias significativas: * p < 0,05. 
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3.6. Sfrp1 induce deterioro cognitivo y alteraciones 
comportamentales      
Para determinar si las alteraciones encontradas por la sobre-expresión de Sfrp1 se 
asociaban a un deterioro cognitivo, llevamos a cabo una batería de pruebas de 
comportamiento en ratones control y GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 heterocigotos a los 8-10 meses, 
cuando se observan alteraciones morfológicas y bioquímicas. Todas las pruebas de 
comportamiento están explicadas en el aparato 7 de Materiales y Métodos, acompañadas 
de un esquema sobre cómo fueron realizadas.  
En primer lugar, sometimos a los ratones a una prueba de coordinación motora. Esta 
prueba mide la posible existencia de alteraciones en las habilidades motoras, cuantificando 
el tiempo durante el cual los ratones son capaces de mantenerse en movimiento encima del 
rotarod mientras éste aumenta su velocidad de forma progresiva. El análisis de los datos no 
mostró diferencias significativas entre los ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 y los controles ni en 
machos (Figura 28a) ni en hembras (Figura 28b). Estos datos nos indican que la sobre-
expresión de Sfrp1, al menos a esta edad, no afecta a la función motora de los ratones. 
A continuación, analizamos posibles alteraciones comportamentales asociadas al 
envejecimiento y la EA, mediante dos ensayos diferentes: un test de socialización y el 
Elevated Plus Maze (EPM), el cual se utiliza para medir el nivel de ansiedad de los animales. 
El test de socialización se basa en la preferencia de los ratones a pasar más tiempo 
con un ratón desconocido que con un objeto. Cuantificamos el tiempo que los ratones 
invertían en investigar una jaula vacía o una jaula con un ratón desconocido. Mediante este 
análisis pudimos observar que, mientras los ratones controles presentaban una clara 
preferencia por la jaula con el ratón desconocido, los ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 apenas 
mostraban preferencias. Por lo tanto, estos datos nos indican que la sobre-expresión de 
Sfrp1 induce defectos en la sociabilidad de los ratones (Figura 28c).  
En la prueba EPM, los ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 también mostraron un 
comportamiento significativamente diferente frente a los ratones controles.  Cuantificamos 
el tiempo que ratones invierten investigando el brazo abierto respecto al tiempo total de 
exploración del brazo abierto y el brazo cerrado (índice de exploración). El análisis de los 
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resultados mostró que los ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 presentaban un nivel de ansiedad 
más acusado que los ratones control, ya que invierten menos tiempo en los brazos abiertos 
del laberinto (Figura 28d). 
Figura 28. Sfrp1 causa alteraciones comportamentales. Cuantificación del test Rotatod en ratones 
machos (a) y hembras (b) a 8-10 meses de edad. La gráfica muestra el tiempo que los ratones 
consiguen mantenerse encima del Rotarod durante el test. N= 8 machos y 6 hembras control; N= 7 
machos y 5 hembras GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 (c) Test de socialización, cuantificación del tiempo que los 
ratones pasan interaccionando con una jaula vacía o con una jaula con un animal desconocido. N= 9 
controles y N=16 GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 (d, e) Cuantificación de la ansiedad de los ratones mediante el 
test Elevated Plus Maze. (e) Cuantificación del índice de exploración del brazo abierto (tiempo en el 
brazo abierto/tiempo en el brazo abierto + tiempo en el brazo cerrado). (e) Esquema del movimiento 
de los ratones durante el test. N= 16 controles y N=19 GFAP-tTA/TRE-Sfrp1. Los datos fueron 
analizados con un test t-Student para la prueba Rotarod y el Elevated plus Maze. La prueba 
socialización se analizó con un test one-way ANOVA seguido de un test de Bonferroni. Los asteriscos 
indican diferencias significativas: * 0,05 > p ≥ 0,01; ** 0,01 > p ≥ 0,001; ns= no significativo. 
Para analizar posibles alteraciones en la memoria de los ratones asociados a la sobre-
expresión de Sfrp1, realizamos pruebas de comportamiento de memoria a corto plazo (Y-
maze y el Novel Object Localation Test) y a largo plazo (Object Recognition Test  y el 
Contextual Fear conditioning). En todas las pruebas se realiza un entrenamiento y una hora 
(en el caso de memoria a corto y plazo) o 24 horas (en el caso de memoria a largo plazo) los 
ratones fueron sometido al test.  
El Y-maze es una prueba de memoria espacial dependiente de hipocampo, basado en 
la preferencia de los ratones por explorar nuevos ambientes. La cuantificación del 
porcentaje del tiempo que los ratones pasan explorando el brazo nuevo (derecho) frente al 
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tiempo total de exploración, es directamente proporcional a la capacidad de memoria 
espacial. El análisis de los datos reveló una disminución significativa en los ratones GFAP-
tTA/TRE-Sfrp1 comparado con los ratones control tanto en machos (Figura 29a) como en 
hembras (Figura 29b).  
Para comprobar si, al igual que pasaba con la neuroinflamación, el fenotipo era 
dependiente de los niveles de Sfrp1, repetimos el test Y-maze en ratones GFAP-tTA/TRE-
Sfrp1 heterocigotos y homocigotos comparados con ratones control a los 6 meses de edad. 
El análisis de los resultados mostró que los ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 homocigotos 
presentaban significativamente menos memoria que los ratones control. Sin embargo, los 
ratones heterocigotos aún no mostraban ningún cambio. Estos datos sugieren que el índice 
de memoria también depende de los niveles de Sfrp1. 
Figura 29. Sfrp1 reduce la memoria a corto plazo. Test de comportamiento Y-maze. Cuantificación 
del porcentaje de tiempo invertido en explorar el brazo desconocido (tiempo brazo derecho/tiempo 
brazo derecho + brazos conocidos) en machos (a) y hembras (b). (c) Imágenes representativas del 
movimiento de los ratones durante el test. Los datos fueron analizados con un test t-Student. N=16 
machos y 11 hembras control y N=14 mahos y 16 hembras GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 heterocigotos 8-10 
meses. (d-e) Y-maze en ratones control, GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 heterocigotos y homocigotos a 6 meses 
de edad. (d) Cuantificación del porcentaje de tiempo invertido en explorar el brazo desconocido 
(tiempo brazo derecho/tiempo brazo derecho + brazos conocidos). (e) Imágenes representativas del 
movimiento de los ratones durante el test. N=4 controles, N=6 GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 heterocigotos y 
N=7 GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 homocigotos. Los datos se analizaron con un test one-way ANOVA seguido 
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de un test de Bonferroni. Los asteriscos indican diferencias significativas: * 0,05 > p ≥ 0,01; ns= no 
significativo. 
El Novel Object Localation Test se basa en la capacidad de formar patrones para 
diferenciar dos contextos muy similares, donde los ratones deberían ser capaces de 
reconocer si un objeto ha sido cambiado de lugar. El análisis de datos se llevó a cabo 
cuantificando el porcentaje de tiempo que los ratones invierten explorando el objeto situado 
en la nueva localización respecto al tiempo total de exploración (% índice de discriminación). 
Durante el entrenamiento, tanto los ratones control como los GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 
heterocigotos pasan el mismo tiempo explorando ambos objetos (Figura 30a). Sin embargo, 
durante el test, los ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 invierten significativamente menos tiempo 
que los controles explorando el objeto situado en la nueva localización (Figura 30b, c), 
indicando una pérdida de memoria. 
Figura 30. Sfrp1 reduce la memoria a corto plazo. Test de comportamiento Novel Localation 
Preference Test. Cuantificación del porcentaje del índice de discriminación (tiempo objeto situado en 
la nueva posición/tiempo total de exploración) durante el día de entrenamiento (a) y durante el test 
(b). Imágenes representativas del movimiento de los ratones durante el test. N=8 controles y N=12 
GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 heterocigotos a los 8-10 meses. N= Nueva localización del objetivo. Los datos 
fueron analizados con un test t-Student. Los asteriscos indican diferencias significativas: * 0,05 > p ≥ 
0,01; ns= no significativo. 
Para analizar la memoria a largo plazo, realizamos el Object Recognition Test, el cual 
se basa en la preferencia de los ratones a explorar nuevos objetos. Durante el 
entrenamiento, los ratones están expuestos a dos objetos exactamente iguales. En este 
periodo los ratones controles  y GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 heterocigotos se comportaron de 
forma similar (Figura 31a). Durante el test, uno de los objetos se sustituye por otro 
completamente diferente y se cuantificó el porcentaje del tiempo que los ratones invierten 
en explorar el objeto nuevo respecto al tiempo total de exploración (% índice de 
exploración). En este caso, los ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 pasaron significativamente 
menos tiempo con el objeto nuevo que los controles (Figura 31b, c).  
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Repetimos el Object Recognition Test en ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 homocigotos, 
heterocigotos y control a los 6 meses de edad. Los resultados mostraron que los ratones 
GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 homocigotos presentan niveles de exploración significativamente 
inferiores comparado con los controles, mientras que los ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 
heterocigotos aún no mostraban diferencias significativas (Figura 31d). Estos datos 
demuestran que existe una correlación positiva entre la dosis génica de Sfrp1 y la pérdida de 
memoria.  
Figura 31. Sfrp1 reduce la memoria a largo plazo. (a-c) Test de comportamiento Novel object 
recognition. Cuantificación del porcentaje de índice de discriminación (tiempo explorando el nuevo 
objeto/tiempo total exploración) durante el entrenamiento (a) y el test (b). Imágenes representativas 
del movimiento de los ratones durante el test (c). N=15 controles y N=12 GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 a los 8-
10 meses de edad. Los datos fueron analizados con un test t-Student. (d) Novel Localation Preference 
Test en ratones control, GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 heterocigotos y homocigotos a 6 meses de edad. (d) 
Cuantificación del porcentaje de índice de discriminación (tiempo explorando el nuevo 
objeto/tiempo total exploración) durante el entrenamiento y el test. (e) Imágenes representativas 
del movimiento de los ratones durante el test. N=5 controles, N=6  GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 
heterocigotos y N=7 GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 homocigotos. Los datos se analizaron con un test one-way 
ANOVA seguido de un test de Bonferroni. Los asteriscos indican diferencias significativas: * 0,05 > p ≥ 
0,01; ** 0,01 > p ≥ 0,001; ns= no significativo. N = nuevo objeto 
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El test Contextual Fear conditioning es una prueba de memoria asociativa y 
aprendizaje donde se asocia un estímulo aversivo (descarga eléctrica) con un estímulo 
neutro (el ambiente) el cual provoca en el ratón una respuesta de miedo en forma de una 
paralización completa. Los ratones se introducen en la caja y son libres para a explorar el 
ambiente durante 150 segundos, tanto ratones controles como GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 
heterocigotos, invierten la mayor parte del tiempo en explorar la caja (Figura 32a). Pasado 
ese tiempo los ratones comenzaron a recibir una descarga eléctrica por minuto y empiezan a 
desarrollar una respuesta de miedo (paralización) que va aumentando con el número de 
descargas eléctricas (Figura 32b). El análisis de los resultados no mostró diferencias entre los 
ratones control y GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 durante el entrenamiento. Al día siguiente, los 
ratones fueron introducidos en la misma caja, pero esta vez sin ninguna descarga eléctrica. 
Si los ratones eran capaces de recordar el contexto donde se realizó el entrenamiento, 
mostrarían una respuesta de miedo al acordarse de la descarga eléctrica sufrida. 
Cuantificamos el porcentaje de tiempo que los ratones pasan paralizados por el miedo 
(Figura 32c) o el porcentaje de paralización total durante el test (Figura 32d). A pesar de que 
el número de animales utilizados fue muy reducido, observamos una disminución 
significativa en el tiempo de paralización en los ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 en comparación 
con los controles, indicando una disminución en la memoria asociativa. 
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Figura 32. Sfrp1 reduce la memoria a largo plazo. Test de comportamiento Contextual Fear 
conditioning. (a) Cuantificación del tiempo de actividad e inmovilidad durante el tiempo de 
habituación. (b) Tiempo de paralización durante el entrenamiento mientras reciben las descargas 
eléctricas cada 60 segundos. (c) Tiempo de paralización durante el test representado por minutos. (g) 
Porcentaje total de tiempo que los ratones pasan paralizados a los 8-10 meses de edad. N=6 
controles y N=6 GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 a los 8-10 meses de edad. Los datos fueron analizados con un 
test one-way ANOVA seguido de un test de Bonferroni, menos la gráfica (d) que se realizó un test t-
Student. Los asteriscos indican diferencias significativas: * 0,05 > p ≥ 0,01; ns, no significativo. 
En su conjunto, las pruebas de comportamiento nos indican que la sobre-expresión 
de Sfrp1 en cerebro es capaz de inducir una disminución en las capacidades cognitivas de los 
ratones, así como alteraciones en su comportamiento (social y ansiedad). Además, es 
importante destacar que la pérdida de memoria inducida por Sfrp1 es independiente del 
género. Finalmente, las pruebas realizadas en ratones homocigotos nos indicaron que la 
pérdida de memoria es dependiente de los niveles de Sfrp1, cuanto más Sfrp1 más 
temprano y más grave es el deterioro cognitivo. 
3.7. Sfrp1 induce alteraciones en la expresión génica 
Hasta ahora, hemos podido observar  que la sobre-expresión de Sfrp1 es capaz de 
inducir neuroinflamación y alteraciones sinápticas que conducen a una disminución de las 
capacidades cognitivas. Estas son algunas de las características más comunes del 
envejecimiento y la EA. Además, estos cambios suelen ir asociados con alteraciones en la 
expresión génica (Bishop et al., 2010). 
Analizamos la expresión de 8 genes que codifican para proteínas con funciones muy 
distintas y cuya alteración se ha correlacionado con la EA: GRN (progranulina) (Chitramuthu 
et al., 2017); FOXO3A (Maiese, 2017), PIN1 (peptidilpropil cis/trans isomerasa) (Driver and 
Lu, 2010), BLVRA (biliverdina reductasa A) (Barone et al., 2011), HSF1 (Hooper et al., 2016), 
TMEM106b (Debaisieux and Schiavo, 2014), CYP46A1 (Martin et al., 2014) y Neuroglobina 
(Sun et al., 2005, Sun et al., 2013).  
El análisis de los niveles de  mRNA por PCR cuantitativa en la corteza de ratones control y 
GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 a lo 8 meses de edad, reveló una disminución significativa de la 




Figura 33. Sfrp1 disminuye los niveles de expresión de distintos genes relacionados con la EA. 
Cuantificación de los niveles de mRNA de corteza de ratones controles (n=10) y ratones  GFAP-
tTA/TRE-Sfrp1 (n=6) a 10 meses de edad. Los datos fueron analizados con test one-way ANOVA 
seguido de un test de Bonferroni. Los asteriscos indican diferencias significativas: * 0,05 > p ≥ 0,01; 
** 0,001 > p ≥ 0,001; ns, no significativo. 
4. La combinación de Sfrp1 y un factor de riesgo para el 
envejecimiento, como es la obesidad, no agrava el deterioro cognitivo 
Como hemos explicado en la introducción, el estilo de vida es un factor que puede 
contribuir positiva o negativamente con el deterioro cognitivo durante el envejecimiento. La 
obesidad es uno de los factores que contribuye con la atrofia cerebral y está asociada a una 
inflamación crónica de bajo grado (Mattson and Arumugam, 2018). Además, es uno de los 
factores de riesgo para enfermedades neurodegenerativas, entre las que se encuentra la EA 
(Alford et al., 2018). Por ello, nos planteamos si, la obesidad podría agravar el fenotipo 
asociado a la sobre-expresión de Sfrp1 en el cerebro. 
Administramos a los ratones controles y GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 heterocigotos una dieta 
alta en grasa (DAG) durante 22 semanas comenzando a los 6 meses de edad. Durante el 
ensayo comparamos ratones controles y GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 con dieta alta en grasa y 
ratones controles y GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 con su dieta normal para poder valorar el posible 
efecto de la dieta grasa sobre cada genotipo. 
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Hicimos un seguimiento semanal del peso corporal, donde observamos que los 
ratones con dieta grasa empezaron a aumentar su peso a partir de la segunda semana 
(Figura 34a), siendo significativo a partir de la quinta semana en comparación con ratones 
del mismo genotipo con dieta control. Una de las características de la obesidad, es que va 
acompañado de una hiperglucemia. Medimos los niveles de glucosa en sangre y observamos 
un aumento significativo en los ratones con dieta grasa comparado con ratones con dieta 
control (Figura 34b). Con estos datos, pudimos concluir que la dieta alta en grasa realmente 
estaba induciendo obesidad tanto en los ratones control como en los GFAP-tTA/TRE-Sfrp1, 
por lo que procedimos al estudio del posible efecto que podría ejercer sobre la memoria. 
Figura 34. La administración de dieta alta en grasa no agrava la pérdida cognitiva de los ratones 
GFAP-tTA/Sfrp1-tetO. (a) La gráfica representa la media del peso corporal en los grupos con dieta 
control de ratones control y GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 heterocigitos y el grupo con dieta alta en grasa de 
los ratones control y GFAP-tTA/TRE-Sfrp1. No hay diferencias significativas entre los genotipos pero 
sí entre las dietas. (b) Cuantificación de los niveles de glucosa en sangre de los diferentes grupos de 
edad al finalizar las 22 semanas de dieta. (c-e) Test de comportamiento Contextual Fear Conditioning 
(c). Cuantificación del tiempo de actividad e inmovilidad de los ratones de los distintos grupos 
experimentales durante el tiempo de habituación. (d) Cuantificación del tiempo de paralización 
durante el entrenamiento mientras reciben las descargas eléctricas cada 60 segundos. (e) 
Cuantificación del porcentaje de tiempo total que los distintos grupos experimentales permanecen 
paralizados durante el test. El símbolo * hace referencia a las diferencias significativas en el grupo 
control y el grupo control con dieta grasa. El símbolo # hace referencia a las diferencias significativas 
entre los ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 y GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 con dieta grasa. Dieta control; N= 6 
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controles y N=5 GFAP-tTA/TRE-Sfrp1; Dieta alta en grasa; N=5 controles y N=4 GFAP-tTA/TRE-Sfrp1. 
Los datos fueron analizados con el test one-way o two-way ANOVA seguido de un test de Bonferroni. 
Los asteriscos indican diferencias significativas: * 0,05 > p ≥ 0,01; ** 0,001 > p ≥ 0,001; *** 0,001 > p 
≥ 0,0001; **** p < 0,0001; ns, no significativo. 
Cuantificamos la capacidad cognitiva de los ratones con dieta grasa mediante la 
prueba de Contextual Fear Conditioning. Durante el periodo de habituación tanto los ratones 
con dieta grasa como dieta control pasaron la mayor parte del tiempo explorando la caja 
(Figura 34c). Además, cuando empezaron las descargas eléctricas, los cuatro grupos de 
ratones comenzaron a presentar una respuesta en forma de miedo, evidenciada por una 
paralización, que aumenta con el número de descargas. El análisis de los datos 
correspondiente al entrenamiento no mostró diferencias entre los distintos genotipos y 
dietas. Al día siguiente realizamos el test, donde observamos diferencias significativas en los 
ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 frente a los controles, pero ninguna diferencia entre las 
distintas dietas (Figura 34d-e).  
A pesar de que el número de ratones utilizado en este ensayo fue muy pequeño, 
pudimos concluir que una dieta alta en grasa, al menos a las 22 semanas de administración 
en ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 heterocigotos, no agrava la pérdida de memoria asociada a 


















El envejecimiento cerebral es un proceso multifactorial causado por la acumulación 
progresiva de daños moleculares y celulares, que conducen a un progresivo deterioro 
cognitivo y pérdida en la percepción sensorial (Yankner et al., 2008). Además, es el principal 
factor de riesgo para la aparición de distintas enfermedades neurodegenerativas como la EA, 
cuya incidencia ha aumentado de forma preocupante en los últimos años. Muchos de los 
compuestos que se han llevado a la fase clínica, han ido dirigidos a reducir la carga del 
péptido β amiloide en cerebro. Según la hipótesis de la cascada amiloide, este péptido tiene 
un papel fundamental en la pérdida neuronal durante la progresión de la enfermedad, 
debido a la toxicidad de los oligómeros que genera (Hardy and Selkoe, 2002). Aunque 
algunas de estas moléculas, en su mayoría anticuerpos neutralizantes del péptido β amiloide 
o moléculas inhibidoras de β o γ secretasa han logrado disminuir el número de placas 
amiloides, ninguno ha conseguido frenar el progresivo deterioro cognitivo que sufren los 
pacientes de EA (Sevigny et al., 2016). Con estas premisas, parece necesario cambiar el foco 
de estudio e identificar nuevos factores relacionados con la EA, que nos permitan generar 
otras dianas terapéuticas contra la enfermedad. 
En esta tesis, hemos demostrado que, con el envejecimiento, un aumento en la 
expresión de la proteína Sfrp1 es capaz de inducir neuroinflamación. Esta se caracterizada 
por la activación de las células gliales, produciendo astrogliosis y microgliosis, un aumento 
en la expresión de citoquinas pro-inflamatorias y la activación de vías relacionadas con la 
inflamación, como MAPK/p38. La inflamación inducida por Sfrp1 podría ser, en parte, 
responsable de la disminución del número de sinapsis y de la densidad de las espinas 
dendríticas. La combinación de estos factores está asociada a un deterioro cognitivo, 
representado por la pérdida progresiva de la memoria tanto a corto como a largo plazo y 
alteraciones comportamentales que incluyen un aumento en la ansiedad y una disminución 
en la interacción social. Todas estas características están presentes tanto en el 
envejecimiento, como en la EA (Mattson and Arumugam, 2018, Selkoe and Hardy, 2016, 
Krell-Roesch et al., 2016). Además, hemos demostrado que las alteraciones producidas por 
elevados niveles de Sfrp1 son dependientes del tiempo y de la concentración de la proteína, 




1. Función patológica de la proteína Sfrp1 en el cerebro 
Estudios recientes de nuestro laboratorio han demostrado que la inhibición génica de 
Sfrp1 o su neutralización con un anticuerpo específico contra Sfrp1 en ratones APP;PS1, 
disminuyen los signos histo-patológicos de la neurodegeneración como la acumulación de 
placas amiloides y la inflamación. Además, previene la pérdida cognitiva y plasticidad 
sináptica características de la EA (Esteve et al., 2019b). Estos datos fueron los que motivaron 
nuestro estudio, donde postulamos que altos niveles de Sfrp1, al margen del acúmulo de Aβ, 
podrían tener un papel patológico en el cerebro. En apoyo a nuestra hipótesis y a nuestros 
resultados, estudios recientes han identificado que el mRNAs de SFRP1 se encuentra 
incrementado en extractos cerebrales humanos durante el envejecimiento y en la EA desde 
los primeros estadios de la enfermedad (Folke et al., 2019, Blalock et al., 2004, Esteve et al., 
2019b). Los astrocitos parecen ser los responsables de la expresión de SFRP1 (Esteve et al., 
2019b, Clarke et al., 2018) ya que, durante el envejecimiento, al menos en ratón, se ha 
demostrado que aumentan los niveles de mRNA hasta 3 veces. Nuestros datos nuestran que 
la sobre-expresión de Sfrp1 en astrocitos induce neuroinflamación, caracterizada por la 
activación de las células microgliales y astrocitos, y vías de señalización asociadas como la 
MAPK/p38. Además, esta activación es más severa y temprana a medida que se incrementan 
los niveles de Sfrp1, lo cual podría explicarse por su función como inductor de senescencia 
(Elzi et al., 2012).  
La senescencia celular es un proceso fisiológico presente de una forma muy 
abundante en tejidos y órganos envejecidos (Campisi, 2013, Childs et al., 2017). Las células 
senescentes se caracterizan por secretar un conjunto de proteínas conocidas como SASP, 
que generan una inflamación en el microambiente tisular conduciendo a un deterioro 
funcional (Campisi, 2013). Dentro de las SASP se incluye la proteína Sfrp1 y citoquinas pro-
inflamatorias, por ejemplo TNFα (Gosselin and Rivest, 2018), la cual hemos visto aumentada 
tras la sobre-expresión de Sfrp1 en el cerebro. Se ha demostrado que, in vivo, los niveles 
SFRP1 se encuentran incrementados en distintos nichos de células madre humanas 
envejecidas, como en las células cardiacas (Nakamura et al., 2017), el timo senescente 
(Ferrando-Martinez et al., 2015), el folículo piloso (Hawkshaw et al., 2018), así como en la 




necesaria y suficiente para inducir senescencia in vitro en distintos tipos celulares, como 
células epiteliales y fibroblastos humanos (Elzi et al., 2012), células cardiacas (Nakamura et 
al., 2017) y células de la red trabecular del ojo (Morgan et al., 2015). 
Ya que los niveles de SFRP1 aumentan durante el envejecimiento, y es capaz de 
inducir senescencia, parece bastante plausible que SFRP1 ejerza esta misma función en el 
cerebro. Recientemente se ha demostrado que las células gliales presentan signos de 
senescencia en distintos modelos murinos de neurodegeneración. Además, la eliminación de 
estas células mediante tratamientos con senolíticos, disminuye la inflamación y previene el 
deterioro cognitivo asociado a estos ratones, demostrando la importancia de estas células 
en procesos patológicos (Zhang et al., 2019, Bussian et al., 2018, Gosselin and Rivest, 2018, 
Chinta et al., 2018).  
Basándonos en estos datos, nos planteamos si altos niveles de Sfrp1 en el cerebro 
serían capaces de inducir por si mismos senescencia. La senescencia está asociada al 
aumento de la expresión de diversas proteínas como p21, p16, p38 MAPK y en la actividad 
de SA-βGal entre otros (Althubiti et al., 2014, Campisi, 2013). Diversos estímulos, como 
pueden ser el estrés oxidativo o metabólico, daño en el ADN, citoquinas o mediadores de 
inflamatorios, son capaces de activar la vía de señalización de la MAPK p38 (Salminen et al., 
2012). Se ha demostrado que p38 es un importante inductor de senescencia celular, capaz 
de activar la detención de la proliferación celular mediada por p53 o pRB (Maruyama et al., 
2009, Deng et al., 2004). La sobre-expresión de Sfrp1 reveló un aumento en los niveles de 
fosforilación de p38, indicativo de un aumento en su actividad. Además, experimentos muy 
preliminares mostraron que la sobre-expresión de Sfrp1 también inducía un incremento del 
marcador de senescencia SA-βGal en hipocampo a los 8 meses de edad. En su conjunto, 
estos datos sugieren que el fenotipo observado por la sobre-expresión de Sfrp1 podría ser la 
consecuencia de su posible función como inductor de senescencia en el cerebro. Apoyando 
esta hipótesis, estudios previos demostraron la causalidad entre SFRP1, senescencia y 
glaucoma, una patología neurodegenerativa con algunas similitudes a la EA (Wang et al., 
2008, Morgan et al., 2015). Sin embargo, ensayos adicionales, como la cuantificación de los 
niveles de expresión de p21 y p16, proteínas inhibidoras del ciclo celular, son necesarios 
para confirmar esta hipótesis.  
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Las funciones cognitivas disminuyen durante el envejecimiento y terminan siendo 
casi nulas en la EA (Avila et al., 2017). Estas alteraciones están asociadas a la pérdida de la 
integridad neuronal, interfiriendo en la arquitectura dendrítica y función sináptica (Dickstein 
et al., 2007, Avila et al., 2017). Nuestros experimentos han demostrado que Sfrp1 está 
presente en preparaciones de sinaptosomas, sugiriendo que podría tener una función 
directa sobre la sinapsis. Esta hipótesis se sustenta en el hecho que Sfrp1 es capaz de 
modular tanto la señalización de Wnt (Bovolenta et al., 2008) como la actividad proteolítica 
de ADAM10 (Esteve et al., 2011a) y ambas vías están implicadas en la formación y 
remodelación de las sinapsis (Budnik and Salinas, 2011, Prox et al., 2013). 
En línea con la inhibición directa de la vía de Wnt, varios estudios describen cómo 
inyecciones locales de Sfrp1 en la región CA3 del hipocampo alteran la plasticidad sináptica 
(Gogolla et al., 2009). Además, la adicción de Sfrp1 en cultivos neuronales de hipocampo 
provoca una regresión en la arborización dendrítica. Mientras que Wnt7 aumenta la 
arborización dendrítica e induce la formación de ramas más complejas, la adicción de Sfrp1 
induce el efecto opuesto in vitro (Rosso et al., 2005, Hiester et al., 2013, Xu et al., 2015, 
Gogolla et al., 2009).  
Nuestros datos demuestran que un incremento de los niveles de Sfrp1 (similares a los 
encontrados en ratones APP;PS1) en un modelo in vivo, y no en un sistema in vitro, 
disminuye el número de sinapsis excitatorias, reduce la complejidad del árbol dendrítico y 
finalmente el número de las espinas dendríticas en la región hipocampal (Figura 35). La 
morfología de las espinas dendríticas es fundamental para una correcta función sináptica. 
Estas son estructuras muy plásticas que emergen con una forma alargada (thin) y según van 
madurando se retraen y aumentan el tamaño de su cabeza, convirtiéndose en espinas tipo 
mushroom (Hiester et al., 2013). Varios estudios apuntan a que las espinas thin son las más 
vulnerables al envejecimiento y desaparecen con mayor rapidez, dificultando la capacidad 
de adquirir nueva información (Dumitriu et al., 2010). Sin embargo, nuestros datos muestran 
un aumento en el porcentaje de espinas thin y alteraciones en la morfología de las espinas 
mushroom.  
Las espinas mushroom observadas en los ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 presentan una 




lo cual correlaciona con una fuerza sináptica menor (Kasai et al., 2003). Las espinas 
mushroom están relacionadas con el almacenaje de la memoria (van der Zee, 2015), por lo 
que un cambio en su morfología asociado a la disminución en el número total de espinas 
dendríticas explicaría el deterioro cognitivo que sufren los ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 al 
sobre-expresar la proteína Sfrp1. Nuestro análisis de momento es limitado en el tiempo y no 
sabemos cual será la progresión de las alteraciones de las espinas dendríticas en etapas más 
tardías o con dosis mayores de Sfrp1. Por lo tanto, es difícil predecir el significado preciso de 














Figura 35. Modelo propuesto de las alteraciones morfológicas en las neuronas hipocampales como 
consecuencia de la sobre-expresión de Sfrp1. Representación de la disminución del árbol dendrítico 
en ratones control y  GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 (a-b). Los recuadros representan la amplificación de una 
segmento dendrítico que nos permite visualizar la pérdida y alteración de la morfología de las 
espinas denderíticas en los ratones contro y GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 (b-d) a los 8 meses. 
Una posible explicación a la disminución de las espinas y densidad sináptica que 
observamos en los ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1, en parte, podría deberse a que la activación 
de la microglia indujera un aumento en la poda sináptica. Este es un proceso por el cual la 
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microglia se encarga de remodelar las conexiones sinápticas. En los últimos años se ha 
prestado más atención a su posible función durante eventos patológicos como la EA o la 
esquizofrenia, donde la activación de la microglia podría ir ligada al aumento descontrolado 
de la fagocitosis sináptica, disminuyendo el número de espinas dendríticas, y como 
consecuencia la pérdida de memoria (Hong et al., 2016, Sellgren et al., 2019). Nuestros 
datos, aunque son muy preliminares por el pequeño número de células analizadas, indican 
un aumento en la poda sináptica mediada por la microglia, que podría ser el responsable de 
la disminución del número de sinapsis. Estudios más extensos son necesarios para 
demostrar la relación directa entre la activación de la microglia y la disminución de espinas 
dendríticas cuando se sobre-expresa Sfrp1 in vivo. 
2. Posible mecanismo molecular de Sfrp1 
Sfrp1 es una proteína multifuncional y extracelular, que participa en la comunicación 
célula-célula (Bovolenta et al., 2008). Las alteraciones observadas en los ratones 
transgénicos GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 podrían explicarse de distintas formas, no necesariamente 
excluyentes entre sí: 1) modulando la vía de señalización de Wnt; 2) regulando 
negativamente la actividad proteolítica de la metaloproteasa ADAM10; 3) interaccionando 
con un receptor aún no identificado.  
Estudios previos han demostrado que Sfrp1 modula la señalización de la vía de Wnt 
de manera positiva o negativa (Esteve and Bovolenta, 2010). La señalización de Wnt tiene 
funciones muy importantes durante el desarrollo, y en el cerebro adulto juega un papel muy 
importante en la transmisión y estabilidad sináptica (Budnik and Salinas, 2011, Rosso and 
Inestrosa, 2013). La inhibición de la señalización por antagonistas de Wnt, mediante la 
adicción de Sfrps o Dkk1, inhibidor de la vía de Wnt por su unión a los correceptores LRP5/6, 
reducen la trasmisión sináptica en cultivos neuronales (Cerpa et al., 2011, Ciani et al., 2015). 
Ya que el fallo sináptico es uno de los eventos más tempranos de la EA, múltiples estudios 
han establecido una relación entre la vía de Wnt y la EA, demostrando que la disminución en 
la señalización de esta vía se relaciona con la patogénesis de la enfermedad (Purro et al., 
2014, Buechler and Salinas, 2018, Tapia-Rojas and Inestrosa, 2018). Por ejemplo, se ha 
observado un incremento en los niveles de Dkk1 en extractos cerebrales de pacientes de EA 




alteraciones en la plasticidad, pérdida sináptica y como consecuencia, déficits cognitivo 
(Marzo et al., 2016).  
Basándonos en estas premisas, nos planteamos si, a nivel molecular, el fenotipo 
observado por la sobre-expresión de Sfrp1, podría ser consecuencia de alteraciones en la vía 
de Wnt, por el secuestro de Wnts en el espacio extracelular o por la interacción con el 
receptor Frizzled. El análisis por PCR cuantitativa de los niveles de mRNA de los genes diana 
y efectores de la vía de Wnt, Axina2 y Jun (Gan et al., 2008, MacDonald et al., 2009), no 
mostraron diferencias significativas entre los extractos cerebrales procedentes de los 
ratones control y GFAP-tTA/TRE-Sfrp1. Por lo tanto, probablemente la vía de Wnt no esté 
contribuyendo al fenotipo inducido por la sobrexpresión de Sfrp1 en el cerebro. 
Otro mecanismo por el cual Sfrp1 podría estar induciendo inflamación y pérdida 
sináptica sería regulando negativamente la actividad proteolítica de ADAM10 (Esteve et al., 
2011a). De hecho, se ha demostrado que la desregulación de ADAM10 está implicada en 
procesos neuroinflamatorios y neurodegenerativos (Saftig and Bovolenta, 2015). Estudios 
del laboratorio han demostraron que Sfrp1 disminuye la proteólisis de varios sustratos de 
ADAM10 como N-cadherina, L1 y APP (Esteve et al., 2011a, Marcos et al., 2015). Por lo 
tanto, es razonable pensar que una regulación similar pueda ocurrir con otros substratos de 
ADAM10 como CX3CL1 (Hundhausen et al., 2007) o TREM2 (Kleinberger et al., 2014), los 
cuales tienen un papel fundamental en la activación de la células microgliales tras un daño 
(Linnartz and Neumann, 2013). Además, estudios recientes han demostrado que la falta de 
función de ADAM10 aumenta la respuesta neuroinflamatoria (Zhu et al., 2018, Prox et al., 
2013). En concordancia, datos del laboratorio indican que ratones nulos para Sfrp1 
presentan una respuesta muy disminuida ante un estímulo pro-inflamatorio mientras que un 
estímulo pro-inflamatorio induce la expresión de Sfrp1 (Rueda et al, en preparación). En su 
conjunto, estos datos sugieren que la actividad de Sfrp1 es necesaria durante la respuesta 
inflamatoria, aunque no sabemos en que punto de la cascada inflamatoria actúa Sfrp1.  
Por otro lado, ADAM10 modula procesos de memoria y aprendizaje, regulando la 
fuerza sináptica y su estabilidad (Prox et al., 2013, Marcello et al., 2017) mediante la 
proteólisis de proteínas de adhesión, como N-cadherina (Malinverno et al., 2010) y 
neuroligina 1 (Suzuki et al., 2012). Estas proteínas están presentes en la membrana de los 
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componentes sinápticos y alteraciones en su expresión están relacionadas con varios 
trastornos cognitivos como autismo, déficit cognitivo, esquizofrenia o Alzheimer (Sudhof, 
2008, Ando et al., 2011). De hecho, la sobreexpresión de ADAM10 está asociada con un 
aumento en la densidad de los botones pre-sinápticos (Bell et al., 2008), mientras que la 
disminución de la actividad de ADAM10 correlaciona con la pérdida de sinapsis (Sudhof, 
2008, Togashi et al., 2002, Prox et al., 2013). 
Figura 36. Modelo propuesto del mecanismo molecular de Sfrp1. Estudios previos del laboratorio 
han demostrado que Sfrp1 modula negativamente la actividad de ADAM10 (Esteve et al., 2011a). 
Con el envejecimiento y la EA los niveles de Sfrp1 aumentan, lo cual disminuiría la actividad de 
ADAM10, afectando a la proteólisis de sus diversos substratos, algunos implicados en inflamación 
(TREM2, CX3CL1) o plasticidad sináptica (Neuroligina o N-Cadherina). La desregulación de estos 
substratos conduciría a una neuroinflamación y alteraciones sinápticas, y en su conjunto, a un 
deterioro cognitivo tal y como observamos en los ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1. 
Los resultados obtenidos en esta tesis, junto con observaciones previas del 
laboratorio (Esteve et al., 2019), han demostrado la presencia e interacción de Sfrp1 y 
ADAM10 en sinaptosomas, apoyando la idea de una función directa de Sfrp1 a nivel 
sináptico. Sin embargo, en los sinaptosomas derivados de los ratones transgénicos GFAP-




cadherina. Esto tal vez se deba a que las diferencias regionales en la expresión de Sfrp1 en 
los extractos de cerebro total utilizados en este experimento, podrían enmascarar las 
posibles diferencias en el procesamiento. De hecho, la sobre-expresión de Sfrp1 ocurre de 
forma más abundante en la región hipocampal e hipotalámica, que son las regiones donde 
nos centraremos en los próximos experimentos.  
Con los datos obtenidos durante esta tesis no podemos favorecer uno de los 
mecanismos explicados anteriormente o descartar la existencias de alguno que aún no 
hemos identificado. Sin embargo, poniendo en común todos los datos del laboratorio junto 
con la bibliografía disponible, nosotros consideramos que la modulación negativa de 
ADAM10 tiene un papel muy importante (Figura 36). 
3. Sfrp1 como diana terapéutica contra la EA 
La alta incidencia de la EA y el pronóstico de su aumento en los próximos años, 
resalta la necesidad de desarrollar algún tratamiento capaz de frenar la progresión de la 
enfermedad, así como métodos de detección temprana, ya que cuando la enfermedad 
muestra los primeros síntomas, los cambios moleculares que se han producido en el cerebro 
ya son irreversibles. 
Se han desarrollado múltiples tratamientos para la EA como inhibidores de la 
colinesterasa, antagonista del receptor NMDA (Klafki et al., 2006, Mangialasche et al., 2010) 
y anticuerpos no específicos IgG o específicos contra Aβ. Sin embargo, hasta el momento, 
ninguno ha tenido éxito frenando la progresión de la enfermedad (Lunemann et al., 2015, 
Sevigny et al., 2016). 
Nuestros resultados abren la puerta a explorar si la utilización de un anticuerpo que 
neutralice la actividad de Sfrp1 pueda tener un beneficio terapéutico para mejorar o al 
menos ralentizar la progresión de la enfermedad. El posible efecto de esta terapia sería 
múltiple, ya que no iría únicamente dirigida a disminuir la carga Aβ, sino que también 
reduciría la neuroinflamación y sus consecuencias, así como la pérdida sináptica que 
encontramos durante la EA (Selkoe and Hardy, 2016). Además, Sfrp1 también se asocia con 
alteraciones en la expresión de mRNA de genes que se encuentran alterados en pacientes 
DISCUSIÓN 
 112
con EA, como CYP46A1, TMEM106b y Neuroglobina. Estas proteínas contribuyen al 
mantenimiento de la homeostasis cerebral. Alteraciones en su expresión se relacionan con la 
desregulación metabólica del colesterol (Martin et al., 2014),  de los lisosomas (Satoh et al., 
2014) o el sistema REDOX (Szymanski et al., 2010) respectivamente. Todas estas 
características conducen hacia un progresivo deterioro cognitivo, por lo que la neutralización 
de la proteína Sfrp1 actuaría de forma multifuncional, contribuyendo a la mejoría de 
múltiples signos de la enfermedad. 
En apoyo a esta idea, estudios recientes del laboratorio han demostrado que la 
infusión intravenosa semanal de un anticuerpo que neutraliza la actividad de Sfrp1 durante 2 
y 5 meses en ratones APP;PS1 presintomáticos, es capaz de disminuir el acúmulo de placas 
amiloides, la neuroinflamación y de prevenir la pérdida de plasticidad sináptica (Esteve et al., 
2019b).  
En conclusión, los datos obtenidos durante esta tesis, junto con los resultados 
previos del laboratorio, indican que Sfrp1 es una buena diana terapéutica para el 
tratamiento de la EA. Además, de forma más amplia es posible que Sfrp1 pueda jugar un 




















1. La expresión de Sfrp1 es significativamente más elevada en pacientes con EA. 
Además, estos niveles incrementan con la progresión de la patología.  
2. El ratón transgénico GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 representa un buen modelo para estudiar si 
y cómo, niveles de Sfrp1 superiores a los fisiológicos alteran la homeostasis del 
cerebro. 
3. La sobre-expresión de Sfrp1 induce la aparición de rasgos neuroinflamatorios, como 
la activación de astrocitos y microglia, el aumento de expresión de citoquinas pro-
inflamatorias, fosfo p38 y tau hiperfosforilado. 
4. La sobre-expresión de Sfrp1 conlleva, con el paso del tiempo, a una disminución del 
árbol y espinas dendríticas en las neuronas granulares del hipocampo. 
5. Las alteraciones morfológicas observadas en ratones GFAP-tTA/TRE-Sfrp1 
correlacionan con un deterioro cognitivo y un aumento de la ansiedad, rasgos que 
aparecen durante el envejecimiento. 
6. La administración de una dieta grasa no agrava el deterioro cognitivo observado en 
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